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Der Austausch von genetischem Material über horizontalen Gentransfer, stellt einen wichtigen 
Mechanismus in der bakteriellen Evolution dar. Legionella pneumophila Stämme codieren für 
verschiedene Typ IV Sekretionssysteme (T4SS) und integrative konjugative Elemente, die zur 
genomischen Variabilität der intrazellulären Erreger beitragen. 
L. pneumophila Corby codiert auf der genomischen Insel Trb-1 für ein funktionelles 
Konjugations- und T4ASS. Trb-1 ist innerhalb des tRNAPro Gens integriert und kann in einer 
chromosomalen oder zirkulären episomalen Form existieren. Zusätzlich zu den trb/tra Genen 
sind auf der Insel eine Integrase (int-1) und die Gene lvrRABC der Legionella vir Region (lvr) 
lokalisiert. Durch die Deletion von int-1 konnte gezeigt werden, dass die Exzision von Trb-1 
unter Beteiligung der Integrase erfolgt. Zudem wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal 
demonstriert, dass die lvr-Region, vor allem der putative Phagen-Repressor LvrR an der 
Regulation der Exzision von Trb-1 beteiligt ist. Die Konjugation von Trb-1 in L. oakridgensis, 
hatte keinen Effekt auf die in vivo Fitness der Transkonjuganten in humanen Makrophagen. 
Die genomischen Inseln LpcGI-1 und LpcGI-2 codieren für ein neues putatives GI-T4SS. Für 
LpcGI-2 konnte erstmals gezeigt werden, dass das T4SS funktionell ist und die Konjugation 
der genomischen Insel in einen anderen L. pneumophila Stamm vermitteln kann. LpcGI-2 
kann anschließend ortsspezifisch in das Genom der Transkonjuganten integriert werden. 
LpcGI-1 und LpcGI-2 werden vom tRNAThr bzw. tRNAMet Gen flankiert und können in 
verschiedenen chromosomalen und zirkulären, episomalen Formen existieren. Die Exzision 
von LpcGI-2 erfolgt ähnlich zu Trb-1, in Abhängigkeit einer ortsspezifischen Integrase. 
Im Genom von Lp Corby wurden zwei weitere genomische Inseln (LpcGI-Asn und LpcGI-
Phe) identifiziert. In silico Analysen zeigten zudem, dass genomische Inseln mit einer 
Ähnlichkeit zu Trb-1, LpcGI-2 bzw. LpcGI-1 im Genus Legionella verbreitet sind. 
 







Exchange of genetic information by horizontal gene transfer is an important mechanism for 
the evolution of bacterial genomes. Legionella pneumophila strains encode different type IV 
secretion systems and integrative conjugative elements contribute to the variability of the 
intracellular pathogen. 
The genomic island Trb-1 of L. pneumophila Corby encodes a functional conjugation and 
T4ASS. Trb-1 is integrated within the tRNAPro gene and can exist in a chromosomal or an 
episomal circular form. In addition to the trb/tra genes, a site-specific integrase (int-1) and a 
Legionella vir region (lvrRABC) are also localized on the genomic island. By deleting the int-
1 gene, it could be demonstrated that the excision and of Trb-1 is integrase dependent. 
Furthermore, in this work it was shown for the first time that the lvr region and especially the 
putative phage repressor LvrR, is involved in the regulation of Trb-1 excision. Conjugation of 
Trb-1 in L. oakridgensis does not influence the in vivo fitness of the transconjugants in human 
macrophages. 
The genomic islands LpcGI-1 and LpcGI-2 encode a new putative T4SS. For the first time it 
could be demonstrated, that the T4SS localized on LpcGI-2 is functional. Although LpcGI-2 
could be mobilized and transferred via conjugation to another L. pneumophila strain, followed 
by the site-specific integration into the genome of the transconjugants. LpcGI-1 and LpcGI-2 
are flanked by the tRNAThr or tRNAMet gene respectively. Both islands can exist in different 
chromosomal and episomal forms. The excision of LpcGI-2 occurs similar to Trb-1 in an 
integrase dependent manner. 
Two additional genomic islands (LpcGI-Asn and LpcGI-Phe) could be identified in the 
genome of Lp Corby. Moreover, data of the in silico analysis demonstrated, that genomic 
islands similar to Trb-1, LpcGI-2 and LpcGI-1 are distributed within the genus Legionella.  
 










1.1 Der Genus Legionella 
Im Juli 1976 kam es während eines Veteranentreffens der American Legion im Bellevue-
Stanford Hotel in Philadelphia zu einer Epidemie mit einem bis dahin unbekannten Erreger. 
Bei 182 der über 4000 Delegierten wurde eine schwere Pneumonie diagnostiziert, an der 
letztendlich 29 Patienten verstarben (Fraser et al., 1977). Als Verursacher wurde ein 
Bakterium identifiziert, das aus dem Lungengewebe eines verstorbenen Patienten isoliert 
wurde und in Anlehnung an den großen Krankheitsausbruch als Legionella pneumophila 
klassifiziert wurde (McDade et al., 1977). Legionellen gehören zur Familie der 
Legionellaceae und werden der Gattung der Gammaproteobacteria zugeordnet (Benson und 
Fields, 1998). Die Gattung Legionella umfasst inzwischen mehr als 50 Arten und mindestens 
73 Serogruppen, davon 15 Serogruppen allein bei L. pneumophila (Benson und Fields, 1998; 
Diederen, 2008; Yu et al., 2002). Zusätzlich zu den klassischen Legionella Stämmen sind 
zwölf LLAPs (Legionella-like amoebal pathogens) bekannt. Hierbei handelt es sich um 
Legionella Stämme, die aus Patientenisolaten oder Umweltproben isoliert wurden. Diese 
Legionella Stämme können in Standard Legionella Medien nicht wachsen und müssen in Co-
Kultur mit Protozoen kultiviert werden (Adeleke et al., 2001; Adeleke et al., 1996; La Scola et 
al., 2004; Newsome et al., 1998).  
 
 
1.2 Biologie und Vorkommen von L. pneumophila 
Legionella pneumophila ist ein Gram-negatives, obligat aerobes, nicht sporenbildendes und 
unipolar flagelliertes Stäbchenbakterium, mit einer Länge von 2 bis 20 µm und einem 
Durchmesser von 0,5 bis 0,7 µm (Blackmon et al., 1981). Legionellen sind Umweltkeime, die 
in natürlichen Süßwasserhabitaten vorkommen (Fliermans et al., 1981), wo sie in geringer 
Zahl in Oberflächengewässern und Grundwasser gefunden werden. Die fakultativ-
intrazellulären Bakterien vermehren sich in freilebenden Protozoen, wie z. B. Acanthamoeba 
castellanii, Hartmanella vermiformis, Naegleria spp. und Dictyostelium discoideum (Fields, 
1996; Steinert und Heuner, 2005). Für die Replikation benötigen Legionellen Temperaturen 
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zwischen 25 und 45°C, wobei das Temperaturoptimum bei 35°C liegt (Katz und Hammel, 
1987). Optimale Bedingungen für das Wachstum und die Verbreitung finden Legionellen 
daher vor allem in künstlichen Warmwassersystemen, wie z. B. in Hotels, Krankenhäusern, 
Schwimmbädern und Whirpools (Flannery et al., 2006; Moore et al., 2006). Zusätzlich 
begünstigen Ablagerungen und die Bildung von Biofilmen die Vermehrung von Legionellen 
in von Menschen geschaffenen Wasserleitungssystemen (Rogers et al., 1994). Die Ansteckung 
erfolgt in der Regel durch die Inhalation von Legionellen-haltigen Aerosolen oder durch die 
Aspiration von kontaminiertem Wasser. Durch das Einatmen der kontaminierten Aerosole 
gelangen die Erreger in die menschliche Lunge, wo sie effizient in humanen Monozyten und 
alveolaren Makrophagen replizieren können (Horwitz und Silverstein, 1980). Eine direkte 




1.3 Legionella als Krankheitserreger 
 
1.3.1 Legionellose 
Die Legionellose, auch bekannt als Legionärskrankheit, ist eine schwere Form der 
Lungenentzündung, die durch Legionellen verursacht wird (Fraser et al., 1977). Nach einer 
Inkubationszeit von 2 bis 10 Tagen treten die ersten Symptome auf, wie Kopf- und 
Gliederschmerzen, Reizhusten, Schüttelfrost und ein relativ schneller Anstieg der 
Körpertemperatur auf über 40°C. In einigen Fällen kann es zu Durchfällen und Erbrechen, 
sowie Abdominalschmerzen kommen. Bei schweren Verläufen, mit Beteiligung des Zentralen 
Nervensystems, wurden Verwirrtheitszustände und Delirium beobachtet (Fields et al., 2002; 
Tsai et al., 1979). Vor allem bei älteren Menschen und Personen mit geschwächtem 
Immunsystem kann die Legionellose zum Tode führen (Fraser et al., 1977). Ursachen für den 
tödlichen Verlauf sind vor allem eine Sepsis und respiratorische Insuffizienz (Edelstein, 
2008). Neben einem schweren Krankheitsverlauf kann die Legionellose auch ohne 
Pneumonie, als sogenanntes Pontiac-Fieber auftreten. Bei dieser leichteren Form der 
Legionellose beträgt die Inkubationszeit im Durchschnitt 1 bis 2 Tage. Das Pontiac-Fieber 
äußert sich vor allem durch grippeähnliche Symptome und verläuft in der Regel ohne 
bleibende Schäden (Glick et al., 1978). Im Falle einer Serokonversion, kann die Infektion mit 
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Legionellen auch vollständig asymptomatisch verlaufen (Boshuizen et al., 2003; Boshuizen et 
al., 2001). In etwa 75 % der Fälle wird die Legionellose, durch eine Infektion mit Legionella 
pneumophila der Serogruppe 1 verursacht. Andere L. pneumophila Serogruppen sind 
hingegen für ca. 20 bis 30 % der Erkrankungen verantwortlich (Helbig et al., 2002; McNally 
et al., 2000; Yu et al., 2002). Bei 5 bis 10 % der Legionella-Infektionen handelt es sich beim 
Erreger, um einen „nicht-pneumophila“ Stamm, wie z. B. L. bozemanii, L. micdadei oder L. 
longbeachae (Muder und Yu, 2002). 
 
 
1.3.2 Diagnostik und Therapie 
Für die Legionärskrankheit besteht in der Bundesrepublik Deutschland seit Januar 2001 eine 
Meldepflicht. Alle klinisch-labordiagnostischen bzw. klinisch-epidemiologischen Fälle 
müssen an das Robert Koch-Institut übermittelt werden (§7 Infektionsschutzgesetz). Zur 
Diagnose einer Infektion mit Legionellen werden vor allem respiratorisches Material, wie z. 
B. Lungengewebe, Trachealsekret, bronchoalveoläre Lavage, Sputum oder Pleuralflüssigkeit, 
aber auch Blut- und Stuhlproben, herangezogen (Edelstein, 1987; Rowbotham, 1998). Die 
Erreger können in den Patientenproben mit Hilfe verschiedener Methoden nachgewiesen 
werden. Mit einer Sensitivität von ca. 60 % und einer Spezifität von nahezu 100 %, gilt der 
kulturelle Nachweis der Legionellen auf spezifischen BCYE (Buffered charcoal yeast extract) 
Agarplatten nach wie vor als klassische Standardmethode (Edelstein, 1987). Ein Nachteil des 
kulturellen Nachweises ist, dass das Ergebnis erst nach einigen Tagen vorliegt. Die Methode 
bietet jedoch den Vorteil, dass durch den Vergleich von Patientenisolaten und Umweltproben, 
mögliche Infektionsquellen identifiziert werden können. Eine deutlich schnellere und 
frühzeitigere Diagnose erlaubt der Urin-Antigentest mittels ELISA (Boshuizen et al., 2003). 
Mit dem Antigentest werden in erster Linie Infektionen mit L. pneumophila der Serogruppe 1 
nachgewiesen. Ein Nachteil kommerzieller Test Kits ist daher vor allem ihre geringe 
Sensitivität gegenüber anderen L. pneumophila Serogruppen und Legionella Spezies. Eine 
weitere Möglichkeit ist die Diagnose der Erreger über direkte Immunfluoreszenz, mit der 
Methode des „direct fluorescent antibody testing“ (DFA) möglich (Hayden et al., 2001), 
sowie durch einen Antikörpernachweis mittels indirekter Fluoreszenztests, wie dem „indirect 
immunofluorescence assay“ (IFA) (Stout und Yu, 2003). Auch Amplifikationsmethoden, wie 
PCR und Real-time PCR, spielen eine immer größere Rolle bei der Detektion von Legionella-
DNA (Den Boer und Yzerman, 2004). 
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Die Legionellose kann mit Antibiotika gut behandelt werden. Seit der Epidemie in 
Philadelphia im Jahre 1976, wird in erster Linie Erythromycin zur Therapie verwendet. Bei 
einer schweren Legionella Pneumonie kann zusätzlich Rifampicin verabreicht werden. 
Aufgrund ihrer schnelleren und bakteriziden Wirkung kommen vor allem bei 
immunsupprimierten Patienten neuere Makrolidantibiotika, wie z. B. Azithromycin und 
Clarithromycin, oder Fluorchinolone, wie z. B. Ciprofloxacin und Moxifloxacin, zum Einsatz 
(Edelstein et al., 2003; Hammerschlag et al., 2001; Nielsen et al., 2000; Stout et al., 1998; 
Stout et al., 2005). Beim Pontiac-Fieber ist in der Regel keine Therapie mit Antibiotika 
erforderlich, hier erfolgt meist nur eine Behandlung der Symptome.  
 
 
1.4 L. pneumophila: ein intrazellulärer Erreger 
 
1.4.1 Die Replikation in eukaryotischen Zellen 
Der fakultativ-intrazelluläre Erreger L. pneumophila nutzt für die Replikation in Amöben und 
humanen Alveolarmakrophagen einen sehr ähnlichen Mechanismus (Gao et al., 1997). Die 
Bakterien werden durch Phagozytose in die Zelle aufgenommen und liegen dort in einer 
sogenannten „Legionella-containing vacuole“ (LCV) vor (Abb. 1) (Isberg et al., 2009). 
Während avirulente Bakterien durch den Mechanismus der Phagozytose enzymatisch verdaut 
werden, verhindert L. pneumophila die Ansäuerung und Reifung des Phagosoms, indem der 
Erreger die Verschmelzung der Vakuole mit den Lysosomen unterbindet (Horwitz und 
Maxfield, 1984). Bei diesem Prozess spielt vor allem das Dot/Icm (Defect organelle 
trafficking; Interacellular multiplication) System eine entscheidende Rolle (Hubber und Roy, 
2010; Roy et al., 1998). Vor allem die sekretierten Dot/Icm Effektorproteine LegA8, AnkX 
oder AnkN scheinen daran beteiligt zu sein die Fusion der LCV mit den Lysosomen zu 
unterbinden (Habyarimana et al., 2008; Pan et al., 2008). Bereits wenige Minuten nach der 
Aufnahme der Bakterien fusioniert die Vakuole mit Mitochondrien und beginnt Vesikeln des 
Endoplasmatischen Retikulums (ER) zu rekrutieren (Abb. 1) (Swanson und Isberg, 1995). Die 
Oberfläche der LCV ist schließlich von den ER-Vesikeln umgeben und bekommt durch die 
Besetzung mit Ribosomen einen dem rauen ER ähnlichen Charakter (Abu Kwaik, 1996; 
Tilney et al., 2001). Nach Etablierung der nährstoffreichen Replikationsvakuole durchlaufen 
die Bakterien mehrere Replikationszyklen. Bedingt durch das zunehmende Defizit an 
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Nährstoffen differenziert sich L. pneumophila schließlich in die transmissive und virulente 
Form (Byrne und Swanson, 1998). Die Freisetzung der Legionellen erfolgt vermutlich durch 
eine Lyse der Zellen oder mit Hilfe von Membranvesikeln (Berk et al., 1998; Gao und Kwaik, 
2000; Oldham und Rodgers, 1985). Dot/Icm Effektorproteine besitzen auch bei diesen 
Prozessen wichtige Funktionen. Sekretierte Effektoren, wie z. B. LidA, RalF oder SidM 
steuern u. a. die Rekrutierung von Wirtszellproteinen (Conover et al., 2003; Machner und 
Isberg, 2007; Nagai et al., 2002). Andere Effektorproteine, wie z. B. AnkB, AnkH oder AnkJ 
sind an der Formation der Replikationsvakuole oder sind wie z. B. LepA und LepB, an der 
Freisetzung von L. pneumophila aus der Wirtszelle beteiligt (Nora et al., 2009). Nach dem 
Verlassen der Wirtszelle kann L. pneumophila einen neuen Infektionszyklus starten.  
 
 
Abb. 1: Replikation von L. pneumophila in eukaryotischen Zellen. Nach der Phagozytose erfolgt die 
Bildung der „Legionella containing vacuole“ (LCV) und anschließend die Replikation der Erreger. (Isberg 
et al., 2009) 
 
 
1.4.2 Der biphasische Lebenszyklus 
Legionella pneumophila verfügt über einen biphasischen Lebenszyklus. Bei einem hohen 
Nähstoffangebot befinden sich die Bakterien in der replikativen Phase. In dieser nicht-
virulenten Phase ist L. pneumophila salzresistent und nicht-flagelliert. Gehen die Nähstoffe 
zur Neige, treten die Bakterien in die transmissive Phase über. Die Legionellen werden 
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virulent, salzsensitiv und durch die Ausbildung der Flagelle hoch motil (Byrne und Swanson, 
1998). Mikroarray Analysen zeigen, dass während der replikativen Phase vor allem Gene 
aktiv sind, die für die Verwertung der Nährstoffe benötigt werden. Hingegen ist in der 
transmissiven Phase überwiegend die Expression von Virulenzfaktoren hochreguliert, 
darunter viele Dot/Icm Substrate und Gene, die an der Flagellenbiosynthese beteiligt sind 
(Brüggemann et al., 2006). Der Übergang von der replikativen zur transmissiven Phase wird 
durch eine Vielzahl komplexer Regulationsmechanismen kontrolliert. Bedingt durch den 
Nähstoffmangel, führt ein Defizit an Aminosäuren zur Synthese des Alarmons Guanosin-
3‘,5‘-bispyrophosphat (ppGpp), durch die Synthasen RelA und SpoT (Dalebroux et al., 2009; 
Hammer und Swanson, 1999; Jain et al., 1996). Durch die Akkumulation von ppGpp kommt 
es zur Aktivierung des Zwei-Komponenten-Systems LetA/LetS (Legionella transmission 
activator and sensor) (Hammer et al., 2002). Der Response Regulator LetA/LetS induziert die 
Synthese der regulatorischen RNA Moleküle RsmY und RsmZ. Diese kleinen RNAs heben 
die inhibitorische Wirkung von CsrA (Carbon storage regulator) auf, indem sie die Bindung 
des Regulators an mRNA Moleküle verringern und dadurch die Expression der transmissiven 
Gene ermöglichen (Rasis und Segal, 2009; Sahr et al., 2009). Ein weiterer wichtiger 
Regulator ist der alternative Sigmafaktor RpoS, der vor allem während der stationären Phase 
verstärkt exprimiert wird. RpoS spielt nicht nur eine essentielle Rolle bei der Replikation in A. 
castellanii, sondern reguliert bei L. pneumophila auch die Flagellierung, die Salzsensitivität 
und die Ausbildung weiterer transmissiver Merkmale (Bachman und Swanson, 2001; Hales 
und Shuman, 1999). Charakteristisch für die transmissive Phase sind vor allem die 
Pigmentierung, die Ausbildung von Stressresistenzen und die Zytotoxizität (Fettes et al., 
2001; Molofsky und Swanson, 2003). Zusätzlich zur replikativen und transmissiven Phase 
existiert bei L. pneumophila auch ein sogenanntes MIF-Stadium (matere interacellular form). 
Das MIF-Stadium der Stäbchenbakterien zeichnet sich durch eine verkürzte Form und einer 
Vielzahl an Poly-β-hydroxybutyrat Einschlüssen in der inneren und äußeren Membran aus 
(Garduno et al., 2002). In dieser Zysten ähnlichen Form sind die Erreger hochvirulent und 
resistenter gegenüber Antibiotika und anderen Umwelteinflüssen (Barker et al., 1995; Cirillo 






1.5 Virulenzfaktoren bei L. pneumophila 
 
1.5.1 Sekretionssysteme 
Der Export von Substraten aus der bakteriellen Zelle erfordert spezielle Transportsysteme. 
Pathogene Bakterien nutzen Sekretionssysteme, um Virulenzfaktoren, wie z. B. Toxine und 
andere Proteine, aber auch einzelsträngige DNA, an die Zelloberfläche, ins Medium oder 
direkt in die Wirtszelle zu transportieren. Vor allem für Gram-negative Bakterien stellt der 
Transport über zwei Membranen hinweg eine Herausforderung dar. Neben den 
Proteinsekretionssystemen Sec und Tat, die eine Translokation über die innere Membran 
vermitteln, sind bei Gram-negativen Bakterien die Sekretionssysteme Typ I bis V bekannt 




Abb. 2: Sekretionssysteme Gram-negativer Bakterien. Die Translokationssysteme Sec und Tat, sowie die 
Sekretionssysteme Typ I-V sind auch bei L. pneumophila präsent. (De Buck et al., 2007). IM (innere 





1.5.1.1 Sec und Tat Translokation  
Für die Translokation von Proteinen über die Cytoplasmamembran ins Periplasma nutzen 
Prokaryonten das generelle Sekretionssystems (Sec) und das „Twin-arginine traslocation“ 
(Tat) System (Abb. 2). In Gram-negativen Bakterien werden die meisten extrazellulären 
Proteine in den periplasmatischen Raum über das Sec System transportiert. Proteine, die für 
die Sec Translokation bestimmt sind, besitzen eine N-terminale Signalsequenz. Der Sec-
abhängige Proteintransport kann sowohl cotranslational, als auch posttranslational erfolgen 
und dient vor allem zur Translokation von ungefalteten Proteinen (de Keyzer et al., 2003; Lee 
und Schneewind, 2001). Die Pore durch die innere Membran wird durch den trimeren 
Translokator SecYEG gebildet. Beim cotranslationalen Transport werden die Proteine mit 
Hilfe von YidC zur Translokationspore dirigiert. Für die posttranslationale Translokation sind 
neben der cytoplasmatischen ATPase SecA und dem Chaperon SecB, das die vorzeitige 
Proteinfaltung verhindert, auch die Proteine SecDF und YajC erforderlich (Lee und 
Schneewind, 2001; Robson und Collinson, 2006). Bis auf SecG codiert L. pneumophila für 
alle Proteine des Sec-Systems (De Buck et al., 2007). Im Gegensatz zum Sec-abhängigen 
Transport, erlaubt das Tat System die Translokation von bereits gefalteten Proteinen. Alle 
Proteine, die über das Tat System sekretiert werden, besitzen in ihrer N-terminalen 
Signalsequenz ein charakteristisches Motiv mit zwei nebeneinanderliegenden Argininresten 
(Berks et al., 2003). Im Genom der L. pneumophila Stämme Philadelphia und 130b sind die 
für den Transport essentiellen Proteine TatA, TatB und TatC codiert (De Buck et al., 2004; 
Rossier und Cianciotto, 2005). Das Tat Sekretionssystem ist bei L. pneumophila an der 
Formation von Biofilmen beteiligt und wird für die Replikation in Amöben und 
Makrophagen, sowie für das Wachstum bei niedrigen Eisen-Konzentrationen benötigt (De 
Buck et al., 2005; Rossier und Cianciotto, 2005). Zu den über das Tat System sekretierten 
Proteinen, gehören u. a. die Phospholipase C, die Cytochrom c Oxidase und LvrE (De Buck et 
al., 2007). 
 
1.5.1.2 Das putative Typ I Sekretionssystem 
Beim Typ I Sekretionssystem (T1SS) handelt es sich um einen ABC-Transporter. Dabei 
werden die Proteine in einem Schritt aus dem Cytosol, über die innere und äußere Membran, 
in den extrazellulären Raum transportiert (Abb. 2). Die Typ I Sekretion wird durch drei 
Proteine vermittelt, einem ABC-Transporter, einem Membranfusionsprotein und einem 
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äußeren Membranprotein. Der ABC (ATP-binding cassette) Transporter, eine in der inneren 
Membran verankerten ATPase, liefert durch die Hydrolyse von ATP, die für den Transport 
erforderliche Energie. Das Membranfusionsprotein durchspannt den periplasmatischen Raum 
und vermittelt den Transport des Substrates. Die Pore in der äußeren Membran wird durch das 
äußere Membranprotein gebildet (Gerlach und Hensel, 2007). Über das Typ I Transportsystem 
werden vor allem Toxine, Proteasen, degradierte Enzyme und andere Virulenzfaktoren in das 
extrazelluläre Milieu sekretiert, die eine carboxyterminale Signalsequenz besitzen (Binet et 
al., 1997; China und Goffaux, 1999). Bei L. pneumophila wurde ebenfalls ein putatives T1SS 
identifiziert. Das „Legionella secretion system“ (LSS) wird durch die Gene lssXYZABD 
codiert wird. Die Gene lssB und lssD weisen eine signifikante Übereinstimmung zu Genen 
des T1SS von V. cholerae bzw. E. coli auf. Das Gen lssB codiert für den ABC-Transporter und 
lssD für das Membranfusionsprotein. Mögliche Substrate der Typ I Proteinsekretion wurden 
bei Legionella bisher noch nicht identifiziert (Albert et al., 2006; Jacobi und Heuner, 2003). 
 
1.5.1.3 Das Typ II Sekretionssystem 
Das Typ II Sekretionssystem (T2SS) vermittelt bei Gram-negativen Bakterien den Transport 
von Substraten über die äußere Membran (Abb. 2). Die Sekretion über das Typ II System 
erfordert zunächst die Translokation der Proteine aus dem Cytosol, über die innere Membran, 
mit Hilfe des Sec oder Tat Systems. Der Prototyp eines T2SS ist das Pullalanase System von 
Klebsiella (Pugsley et al., 1997). Beim intrazellulären Erreger Legionella pneumophila wurde 
ebenfalls ein funktionelles T2SS identifiziert (Hales und Shuman, 1999). Das 
Translokationssystem besteht aus 12 Komponenten und wird vorwiegend durch die lsp 
(„Legionella secretion pathway“) Gene lspFGHIJK, lspDE, lspC, lspL und lspM codiert. Bei 
LspGHIJK handelt es sich um die Pseudopiline und lspF codiert für ein Protein der inneren 
Membran. LspD bildet in der äußeren Membran die Sekretionspore, die ATPase LspE liefert 
die Energie für den Transport der Substrate und die Komponenten LspC und LspM 
begünstigen die Translokation des Substrates (Rossier et al., 2004). Neben den Lsp Proteinen 
stellt die Prepilin Peptidase PilD eine weitere essentielle Komponente des Transportsystems 
dar. PilD ist an der Biogenese der Typ IV Pili und am Zusammenbau des Typ II 
Sekretionsapparates beteiligt (Liles et al., 1999; Liles et al., 1998). Inzwischen wurden etwa 
25 Proteine identifiziert, davon viele mit enzymatischer Aktivität, die mittels des T2SS aus 
der bakteriellen Zelle ausgeschleust werden (Cianciotto, 2009; Debroy et al., 2006; Pearce 
und Cianciotto, 2009). Dieses Proteinsekretionssystem spielt sowohl eine wichtige Rolle bei 
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der Kolonisierung und Bildung von Biofilmen, als auch für das Wachstum von L. 
pneumophila bei niedrigen Temperaturen (Lucas et al., 2006; Soderberg et al., 2004). Ebenso 
scheint das System auch an der Replikation der Legionellen in Makrophagen und Amöben 
beteiligt zu sein (Polesky et al., 2001; Rossier und Cianciotto, 2001). 
 
1.5.1.4 Typ IV Sekretionssysteme 
Typ IV Sekretionssysteme (T4SS) spielen eine wichtige Rolle bei der bakteriellen 
Pathogenität. Viele pathogene Bakterien, darunter L. pneumophila, Agrobacterium 
tumefaciens, Bordetella pertussis, Helicobacter pylori, Brucella sp., Rickettsia prowazekii und 
Coxiella burnetii, nutzen zur Sekretion von Virulenzfaktoren ein T4SS (Sexton und Vogel, 
2002). Diese Systeme dienen aber nicht nur der Proteinsekretion, sondern sie können auch als 
konjugative Systeme fungieren, die eine Übertragung von einzelsträngiger DNA in andere 
Zellen vermitteln (Ding et al., 2003). Ähnlich zum Typ I Sekretionssystem, erfolgt auch hier 
der Transport unabhängig vom Sec oder Tat System. Bei Gram-negativen Bakterien besteht 
das T4SS aus einem periplasmatischen Kanal, der die innere und äußere Membran verbindet 
und einer Pilus-ähnlichen Struktur, die den Kontakt zur Wirtszelle herstellt. Dadurch 
ermöglicht das Sekretionssystem den Transport von DNA und Proteinen aus dem bakteriellen 
Cytosol, über drei Membranen hinweg, in die Wirtszelle (Abb. 2). Die Typ IV 
Transportsysteme werden in zwei Kategorien unterteilt, in die Typ IVA (T4ASS) und die Typ 
IVB (T4BSS) Sekretionssysteme (Christie und Vogel, 2000). Als Prototyp des T4ASS 
fungiert das Vir System, das auf dem Ti-Plasmid von A. tumefaciens codiert ist. Daher werden 
alle Sekretionssysteme, die eine Ähnlichkeit zum Vir System besitzen, der Gruppe der T4ASS 
zugeordnet. Alle Typ IVB Sekretionssysteme sind hingegen zu den Tra/Trb Systemen der IncI 
Plasmide homolog (Christie und Vogel, 2000). Beim Dot/Icm System von L. pneumophila 
handelt es sich ebenfalls um ein T4BSS. Bei L. pneumophila besitzt das Dot/Icm System eine 
wichtige Funktion bei vielen intrazellulären Prozessen. Während einer Infektion werden über 
das Dot/Icm System eine Vielzahl an Effektorproteinen in die Wirtszellen transportiert 
(Ensminger und Isberg, 2009). Das Dot/Icm System ist daher essentiell für die intrazelluläre 
Replikation in Amöben und Makrophagen und der Bildung der LCV (Andrews et al., 1998; 
Segal und Shuman, 1997). Zudem ist das System in Mechanismen involviert, die zur 
Aufnahme der Legionellen führen, die Freisetzung aus den Wirtszellen vermitteln und die 
Apoptose der Wirtszellen inhibieren (Abu-Zant et al., 2007; Alli et al., 2000; Kirby et al., 
1998; Molmeret et al., 2004). Die dot/icm Gene, die für den makromolekularen Komplex des 
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Sekretionssystems codieren, sind bei L. pneumophila in zwei genomischen Regionen 
organisiert (Abb. 3). Die Region I umfasst die Gene icmVWX, dot A und dotBCD und die 
Region II codiert für weitere 18 Gene, die zum Teil sowohl über eine icm, als auch dot 




Abb. 3: Genomische Organisation des Dot/Icm Sekretionssystems bei L. pneumophila und L. longbeachae. 
(Nagai und Kubori, 2011) 
 
Zusätzlich zum Dot/Icm bzw. T4BSS wurden in den bisher sequenzierten Legionella 
Stämmen weitere Sekretionssysteme identifiziert, die den T4ASS zugeordnet werden. Bei 
einem der Typ IVA Sekretionssysteme handelt es sich um das Lvh (Legionella vir homologue) 
System (Abb. 4). Das Lvh System wird durch die 11 Gene lvhB2, B3, B4, B5, B7, B6; B8, B9, 
B10, B11 und lvhD4 codiert, die zu den Genen des Vir Systems von A. tumefaciens homolog 
sind (Segal et al., 1999). Die lvh Gene sind im bakteriellen Chromosom auf einem Plasmid-
ähnlichen Element organisiert, das in Abhängigkeit von der Wachstumsphase, innerhalb des 
Genoms integriert ist oder als extrachromosomales Plasmid vorliegt (Cazalet et al., 2004; 
Doleans-Jordheim et al., 2006). Im Vergleich zum Dot/Icm System, spielt das Lvh System für 
das intrazelluläre Wachstum in Amöben und Makrophagen keine essentielle Rolle (Segal et 
al., 1999). Es ist aber möglicherweise an der Replikation der Legionellen in Wirtszellen bei 
niedrigeren Temperaturen beteiligt und kann unter spezifischen  Umweltbedingungen einige 
Funktionen des Dot/Icm Systems komplementieren (Bandyopadhyay et al., 2007; Ridenour et 
al., 2003). Die Gene des Lvh Systems wurden bisher in den sequenzierten L. pneumophila 
Stämmen Philadelphia, Paris, Lens und 130b identifiziert (Cazalet et al., 2004; Chien et al., 
2004; Schroeder et al., 2010). Mögliche Proteine oder Substrate, die über das Lvh System 







Abb. 4: Genomische Organisation der Typ IVA Sekretionssysteme bei L. pneumophila Corby (Trb/Tra 
System), L. pneumophila Philadelphia (Lvh System) und A. tumefaciens (Vir System). (Glöckner et al., 
2008) 
 
Beim Trb/Tra Konjugationssystem von L. pneumophila Corby handelt es sich ebenfalls um 
ein Typ IVA Sekretionssystem (Abb. 4). Das konjugative System umfasst 11 trb (trbB, C, D, 
E, F, G, H, I, J, K, L) und 10 tra (traG, F, D, C, H, I, J, K, L, M) Gene. Im Genom von L. 
pneumophila Corby ist das Trb/Tra System auf den mobilen Elementen Trb-1 und Trb-2 
lokalisiert (Glöckner et al., 2008). Die trb/tra Gene beider Elemente sind zum tra/trb 
Genlokus des IncPβ Plasmids R751 von Enterobacter aerogenes homolog und weisen 
ebenfalls eine Ähnlichkeit zu einigen Genen des Vir Systems von A. tumefaciens auf. Ein 
Vergleich der trb/tra Gene von Trb-1 und Trb-2 zeigte eine Übereinstimmung von ca. 77 %. 
Bei Trb-1 und Trb-2 handelt es sich um genomische Inseln, die innerhalb der tRNAPro bzw. 
der tmRNA integriert sind. Beide Elemente können in der bakteriellen Zelle, sowohl in einer 
integrierten chromosomalen, als auch in einer zirkulären episomalen Form vorliegen 
(Glöckner et al., 2008). Zudem ist das auf Trb-1 codierte Trb/Tra Konjugationssystem 
funktionell. Trb-1 kann in andere Legionella Stämme konjugiert und anschließend 
ortsspezifisch in das Genom der Transkonjuganten integriert werden (Glöckner et al., 2008). 
Ähnliche Trb/Tra Systeme wurden u. a. auch in den Genomen der L. pneumophila Stämme 
Alcoy und 130b, sowie bei L. longbeachae identifiziert (Cazalet et al., 2010; D'Auria et al., 







1.5.1.5 Das putative Typ V Sekretionssystem 
Das Typ V Sekretionssystem (T5SS) ist ein Autotransporter System. Das Protein katalysiert 
selbständig seine Translokation über die äußere Membran. Die Typ V Sekretion ist Sec-
abhängig und verläuft in zwei Schritten (Abb. 2). Zunächst wird das Autotransporterprotein 
mit Hilfe des generellen Sekretionssystems über die Cytoplasmamembran in das Periplasma 
transportiert. Im zweiten Schritt erfolgt die autokatalytische Translokation über die äußere 
Membran. Hierbei bildet die C-terminale Domäne des Autotransporters eine β-Barrel Pore in 
der äußeren Membran, durch die der aktive Anteil des Proteins hindurchgeschleust wird (Typ 
VA und C). Beim Typ VB Autotransporter wird die Pore durch ein zweites Protein gebildet 
(Desvaux et al., 2004; Henderson et al., 2004). Im Genom von L. pneumophila Paris wurde 
ein Gen identifiziert, das für einen putativen Autotransporter codiert. Das Genprodukt von 
lpp0779 besitzt eine N-terminale Signalsequenz, die eine Sec-abhängige Translokation 
vermittelt und eine porenformende C-terminale Domäne (Cazalet et al., 2004). 
 
 
1.5.2 Oberflächenproteine und –strukturen 
1.5.2.1 Die Peptidylpropyl cis-trans Isomerase Mip 
Beim „Macrophage infectivity potantiator“ (Mip) handelt es sich um ein Protein von ca. 24 
kDa mit einer Peptidylpropyl cis-trans Isomerase (Pipas) Aktivität (Fischer et al., 1992). Mip 
ist ein wichtiger Virulenzfaktoren, der in seiner Aminosäuresequenz eine Ähnlichkeit zur 
Familie der eukaryotischen FK506 Bindeproteine aufweist, die zur Klasse der Immunophiline 
gehören (Hacker und Fischer, 1993). Das Protein liegt an der Zelloberfläche als Homodimer 
vor (Cianciotto et al., 1989; Schmidt et al., 1994). Mit Hilfe der PPIase Aktivität von Mip 
können Legionellen die Lungenepithelzellbarriere durchdringen und sich in der Lunge und 
den peripheren Organen ausbreiten (Wagner et al., 2007). In der Diagnostik dient die 
Nukleotidsequenz des mip Gens zur molekularen Typisierung von Legionella (Engleberg et 






Lipopolysaccharide (LPS) bilden den Hauptbestandteil der äußeren Membran Gram-negativer 
Bakterien. Die LPS Moleküle bestehen aus einem hydrophoben Lipidanteil, dem Lipid A und 
einer hydrophilen Polysaccharidkette, die aus dem Kernpolysaccharid und dem O-
spezifischen Polysaccharid gebildet wird. Das LPS ist über das Lipid A in der äußeren 
Membran verankert und über das Kernpolysaccharid mit dem O-spezifischen Polysaccharid 
verbunden. Die O-spezifischen Polysaccharide wirken als Antigene. Diese O-Antigene 
fungieren zudem als wichtiges Kriterium zur serologischen Charakterisierung und 
Identifizierung von L. pneumophila und anderen Legionella Stämmen (Helbig et al., 2002; Yu 
et al., 2002). 
 
1.5.2.3 Flagelle und Pili 
Legionella pneumophila ist monopolar flagelliert (Chandler et al., 1980). Die Flagelle besteht 
aus einem Motorkomplex, der in der inneren und äußeren Membran verankert ist, einem 
Hacken und einem 20 nm langem Filament. Der Export der Komponenten über den Flagellen-
Apparat dient als Beispiel der Typ III Sekretion (Aizawa, 2001; Macnab, 1999). Die 
Expression der Flagelle ist ein charakteristisches Merkmal der virulenten und transmissiven 
Phase von L. pneumophila (Molofsky und Swanson, 2004). Das Flagellen-Regulon ist eine 
Kaskade über die die Flagellensynthese reguliert wird. Faktoren dieser Kaskade sind zudem 
eng mit zellulären Mechanismen verbunden, die bei Legionella den Übergang von der 
replikativen in die transmissive Phase steuern (Albert-Weissenberger et al., 2010). Die 
Flagelle ermöglicht nicht nur die Motilität der Bakterien, sondern sie spielt auch eine wichtige 
Rolle bei der Adhäsion und Invasion von Wirtszellen und ist an der Induktion der Apoptose 
beteiligt (Dietrich et al., 2001; Molofsky et al., 2005). Zusätzlich zur Flagelle, exprimieren 
Legionellen als weitere Oberflächenstruktur die sogenannten Pili (Rodgers et al., 1980). Bei 
den Pili werden lange (0,8 bis 1,5µm) und kurze (0,1 bis 0,6 µm) Formen unterschieden. Die 
Typ IV Pili spielen u. a. eine wichtige Rolle bei der Zelladhäsion, sowie der natürlichen 





1.6 Legionella „Genomics“ 
L. pneumophila Philadelphia war der erste Legionella Stamm der Serogruppe 1 (Sg1), dessen 
Genom vollständig sequenziert wurde (Chien et al., 2004). Seitdem wurde die Sequenzierung 
und Analyse einer Reihe weiterer L. pneumophila und „non-pneumophila“ Stämme 
abgeschlossen bzw. in Angriff genommen. Die Genome der bisher sequenzierten L. 
pneumophila Stämme sind zwischen 3,3 bis 3,5 Mb groß, mit einen G+C Gehalt von ca. 38 % 
und einer Gesamtanzahl von ca. 3000 bis 3300 Genen (Tab. 1). Im Allgemeinen ist die 
genomische Organisation des Chromosoms bei den bisher sequenzierten L. pneumophila 
Stämmen weitgehend konserviert (Amaro et al., 2012; Cazalet et al., 2004; D'Auria et al., 
2010; Glöckner et al., 2008; Schroeder et al., 2010). Bei einem Vergleich von sechs L. 
pneumophila Genomen wurde vor kurzem festgestellt, dass insgesamt 2434 Gene der Stämme 
Philadelphia, Paris, Lens, Corby, Lorraine und HL06041035 ortholog sind (Gomez-Valero et 
al., 2011). Interessanterweise zeigte sich, dass der Erreger L. longbeachae, der vor allem in 
Australien für ca. 30 % der Legionellosen verantwortlich ist, im Vergleich zu L. pneumophila, 
ein um ca. 500 kb größeres Genom mit einem G+C Gehalt von ca. 37 % besitzt (Cazalet et al., 
2010; Yu et al., 2002). Des Weiteren wurden Unterschiede in der Organisation des Genoms 
und des Genpools festgestellt. Nur 65,2 % der L. longbeachae Gene sind zu Genen von L. 
pneumophila ortholog (Cazalet et al., 2010). Einige L. pneumophila Stämme, wie Paris und 
Lens, sowie L. longbeachae NSW 150, verfügen zusätzlich noch über ein Plasmid, das u. a. 
für eine tra-Region codiert (Cazalet et al., 2010; Cazalet et al., 2004). Auch der Stamm L. 
dumoffii TEX-KL, dessen Chromosom kürzlich teilweise sequenziert wurde, besitzt zwei 
Plasmide, von denen eines zum Plasmid pLPP von L. pneumophila Paris homolog ist (Qin et 
al., 2012). L. pneumophila codiert zudem für eine Anzahl verschiedener Sekretionssysteme. 
Neben dem Tat System, dem T1SS und T2SS, sind auch das T4BSS bzw. das Dot/Icm 
System, sowie verschiedene T4ASS präsent (Cazalet et al., 2008). Im Genom von L. 
longbeachae wurden drei putative T1SS identifiziert, von denen zwei funktionell sind 
(Cazalet et al., 2010). Die Komponenten und die genomische Organisation der codierenden 
Regionen des Dot/Icm Systems sind innerhalb des Genus Legionella konserviert (Cazalet et 
al., 2008; Gomez-Valero et al., 2011). Bis auf wenige Ausnahmen, ist auch der Großteil der 
bisher bekannten Dot/Icm Substrate bei allen L. pneumophila Stämmen identisch (Amaro et 
al., 2012; Gomez-Valero et al., 2011; Schroeder et al., 2010). Anders verhält es sich bei L. 
longbeachae, denn ca. 66 %, der für L. pneumophila beschrieben Dot/Icm Substrate sind bei 
diesem Stamm nicht präsent. Stattdessen wurden hier 51 neue putative Effektorproteine 
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identifiziert (Cazalet et al., 2010). Unterschiede zwischen den Stämmen zeigen sich auch in 
der Anzahl und Art der T4ASS. Die lvh Region ist bei L. pneumophila Philadelphia, Paris, 
Lens, sowie dem Stamm 130b, der über zwei Lvh-Systeme (Lvh-1 und Lvh-2) verfügt, 
codiert (Cazalet et al., 2004; Chien et al., 2004; Schroeder et al., 2010). Ein neues 
Konjugations-/Typ IVA Sekretionssystem wurde als erstes für L. pneumophila Corby 
beschrieben. Das Trb/Tra System ist jeweils auf den genomischen Inseln Trb-1 und Trb-2 
lokalisiert (Glöckner et al., 2008). Der Stamm Alcoy, dessen Genom im Vergleich zu anderen 
L. pneumophila Stämmen, vor allem mit demjenigen von Corby die höchste Übereistimmung 
aufweist, codiert ebenfalls für das Trb/Tra System. Die genomischen Inseln DT1 und DT2 
von L. pneumophila Alcoy sind zu Trb-2 bzw. Trb-1 ähnlich (D'Auria et al., 2010). Ähnliche 
Systeme wurden auch für L. pneumophila 130b und L. longbeachae NSW 150 beschrieben 
(Cazalet et al., 2010; Schroeder et al., 2010). Zusätzlich wurde bei L. pneumophila 
Philadelphia und L. longbeachae NSW 150 eine tra Region detektiert, die eine Ähnlichkeit zu 
den tra/trb Genen des F-Plasmids von E. coli aufweist (Cazalet et al., 2010; Chien et al., 
2004; Gomez-Valero et al., 2011). Ein weiterer interessanter Fund sind sogenannte „Efflux 
Inseln“, auf denen neben einer ATP Synthase, Gene für chemieosmotische Systeme (cebABC, 
cecABC), verschiedene Effluxtransporter (helABC, cadA, copA1, copA2, ctpA) und andere 
toxische Substanzen lokalisiert sind (Cazalet et al., 2004; Chien et al., 2004). Diese 
genomischen Elemente sind mit einer Region assoziiert, die für neues putatives T4SS codiert 
und eine Ähnlichkeit zum GI-T4SS des konjugativen Elements ICEhin1056 von Haemophilus 
influenzae aufweist (Juhas et al., 2007; Schroeder et al., 2010). Das neue putative T4SS von L. 
pneumophila codiert für homologe T4SS Komponenten und der charakteristischen lvr Region 
(Legionella vir region), die auch mit anderen genomischen Elementen bei Legionella 
verbunden ist (Cazalet et al., 2004; Schroeder et al., 2010). Ein weiterer interessanter Aspekt 
der Genomanalysen war die Identifizierung von Genen, deren Genprodukte zu eukaryotischen 
Proteinen ähnlich sind und/oder Domänen eukaryotischen Ursprungs enthalten (Cazalet et al., 
2004; Gomez-Valero et al., 2009). Unter den „eukaryotischen“ Proteinen wurden u. a. F-Box 
Proteine, eine putative Serin/Threonin Proteinkinasen, eine Glucoamylase, eine Sphingosin-1-
phosphat-Lyase und eine Apyrase identifiziert und einige der Proteine scheinen auch bei der 
Interaktion von Pathogenen mit ihren Wirtszellen von Bedeutung zu sein (Cazalet et al., 2008; 
Lomma et al., 2009). Analysen und Vergleiche der Genome verschiedener Legionella Stämme 
lassen erkennen, dass die Genome sowohl hoch konservierte, als auch relativ variable 
Regionen enthalten (D'Auria et al., 2010; Gomez-Valero et al., 2011). Die Variabilität der 
Legionella Genome lässt auf einen Austausch von genetischen Material zwischen den 
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Pathogenen und ihren Wirtszellen, sowie zwischen verschiedenen Legionella Stämmen 
schließen (Gomez-Valero et al., 2011). 
 
Tab. 1: Übersicht über die bisher vollständig sequenzierten Legionella Genome. 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) 
Stämme L. pneumophila L. longbeachae 
 Philadelphia Paris Lens Corby Alcoy 130b 570-CO-H NSW 150 
Chromosom (Mb) 3.4 3.5 3.35 3.58 3.52 3.49 3.36 4.08 
G+C Gehalt (%) 38,3 38,4 38,4 38,5 38,4 38,2 38,2 37,1 
Gene 3.003 3.136 3.001 3.257 3.243 3.330 2.981 3.664 
Proteine 2.943 3.027 2.878 3.204 3.190 3.141 2.926 3.403 
tRNAs 43 43 43 44 43 42 43 46 




1.7 Merkmale und Bedeutung genomischer Elemente 
Bakterielle Genome bestehen aus einem Kerngenpool, zu dem das Chromosom und bei 
einigen Spezies zusätzlich auch Plasmide angehören und einem flexiblen Genpool, der 
verschiedene mobile genomische Elemente umfasst (Hacker und Carniel, 2001). Während der 
Kerngenpool relativ konstant ist, variiert der flexible Genpool nicht nur bei verschiedenen 
Spezies, sondern kann auch innerhalb des Genus unterschiedlich sein. Zu den mobilen 
genomischen Elementen zählen Plasmide, Bakteriophagen, Islets (<10 kb), Integrons, IS-
Elemente, Transposons, ICEs (integrative conjugative elements) und konjugative Transposons 
(Boyd et al., 2009; Dobrindt et al., 2004; Hacker und Carniel, 2001). Im Allgemeinen werden 
genomische Elemente auch unter dem Begriff der genomischen Inseln (GI) geführt, die sich 
anhand gemeinsamer Merkmale (Abb. 5) charakterisieren lassen (Hacker und Carniel, 2001; 
Juhas et al., 2009). Genomische Inseln sind in der Regel zwischen 10 und 200 kb groß und 
zeichnen sich im Vergleich zum bakteriellen Chromosom durch einen unterschiedlichen G+C 
Gehalt und Codongebrauch aus. Im bakteriellen Genom liegen GIs oft in Assoziation mit 
tRNA Genen vor und werden nach der Integration von spezifischen Rekombinationsstellen, 
sogenannten „direct repeats“ (DR) oder auch „attachment sites“ (att) flankiert (Hacker et al., 
1997). Die Nukleotidsequenzen der Rekombinationsstellen stimmen in der Regel mit den 3‘-
Enden der tRNA Gene überein und dienen als spezifische Erkennungssequenzen für 
Rekombinasen bzw. Integrasen (Williams, 2002). Diese Enzyme katalysieren die 
ortsspezifische Integration und Exzision der GIs aus dem bakteriellen Genom (Grindley et al., 
 24 
EINLEITUNG 
2006). Neben der Integrase, codieren genomische Inseln oft für weitere Faktoren bzw. 
konjugative Systeme, die ihren Transfer vermitteln. Ebenso können  auf den GIs IS-Elemente 
oder Transposons lokalisiert sein (Buchrieser et al., 1998; Glöckner et al., 2008; Hacker und 
Carniel, 2001). Zusätzlich zu den Mobilitätsgenen codieren genomische Inseln oft für 
verschiedene biologische Funktionen, die in erster Linie für das Wachstum der Bakterien 
nicht essentiell sind, aber unter veränderten Umweltbedingungen die mikrobielle Fitness 
erhöhen können. In Abhängigkeit dieser zusätzlicher Funktionen lassen sich genomische 
Inseln in Pathogenitäts-, Metabolismus-, Fitness-, Resistenz- oder symbiotischen Inseln 
klassifizieren (Dobrindt et al., 2004). Pathogenitätsinseln (PAIs) sind eng mit der bakteriellen 
Pathogenität assoziiert und wurden erstmals bei uropathogenen E. coli (UPEC) Bakterien 
identifiziert (Hacker et al., 1990; Hacker et al., 1997). Die genomische Insel HPI (high 
pathogenicity island) von Yersinia spp. kann sowohl als Pathogenitäts-, als auch als 
Fitnessinsel angesehen werden (Dobrindt et al., 2004). HPI codiert für das Yersiniabactin 
Siderophorsystem, das die Bindung und den Transport von Eisen(III)-Ionen in die Zelle 
ermöglicht (Carniel et al., 1996). Genomische Inseln, die für Resistenzgene codieren, 
vermitteln ihren Besitzern unter bestimmten Umweltbedingungen ebenfalls Vorteile. Zu den 
bekannten Resistenzinseln gehört das SXT Element von Vibrio cholerae oder die genomische 
Insel SCCmec von Staphylococcus aureus, die für Antibiotikaresistenzen codieren (Beaber et 




Abb. 5: Schematische Darstellung der Hauptkomponenten einer genomischen Insel (GI). Die Integration 
einer genomischen Insel in das bakterielle Chromosom (graue Pfeile) erfolgt meist innerhalb eines tRNA 
Gens (lila Box). Im integrierten Zustand ist die genomische Insel von spezifischen Rekombinationsstellen 
bzw. „attachment sites“, attL und attR (schwarze Boxen) flankiert. Neben einer ortsspezifischen Integrase 
(roter Pfeil) und einem Rekombinationsfaktor RDF (recombination direktionality factor) oder Exzisionase 
(gelber Pfeil), können GIs zusätzlich für Gene verschiedener biologischer Funktionen (rosa und grüne 




1.8 Die Mechanismen des horizontalen Gentransfers 
Bakterien vermehren sich vegetativ. Spontane und ungerichtete Mutationen, sowie der 
Austausch von genetischem Material über horizontalen Gentransfer, stellen daher für die 
Evolution und die Veränderung bakterieller Genome wichtige Mechanismen dar (Dobrindt et 
al., 2004). Bei den drei generellen Mechanismen des horizontalen Gentransfers handelt es sich 
um die Transformation, die Transduktion und die Konjugation.  
Die Transformation beschreibt die Aufnahme freier DNA aus dem Lebensraum und wurde 
sowohl bei Gram-positiven, als auch bei Gram-negativen Pathogenen und Umweltbakterien 
beobachtet. Bakterien, wie z. B. Bacillus subtilis, Haemophilus influenzae, Streptococcus 
pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae, Pseudomonas stutzeri und auch L. pneumophila, sind 
natürlich kompetent und können DNA über einen aktiven Transport aus ihrer Umwelt in die 
bakterielle Zelle aufnehmen (Hamoen et al., 2001; Lorenz und Wackernagel, 1994; Meier und 
Wackernagel, 2005; Smith et al., 1995; Stone und Kwaik, 1999).  
Die Transduktion beschreibt den Transfer von Genen, der zwischen Mikroorganismen mittels 
Bakteriophagen vermittelt wird (Davison, 1999). Zusätzlich zu den eigenen spezifischen 
viralen Genen können Bakteriophagen in ihrem Genom auch bakterielle Gene und 
genomische Inseln transportieren (Maiques et al., 2007).  
Neben der Transformation und Transduktion, spielt vor allem die Konjugation beim 
Austausch von genetischen Elementen eine wichtige Rolle. Bei der Konjugation erfolgt eine 
direkte Übertragung der DNA-Moleküle von einer Donor- in eine Empfängerzelle. Der 
Transfer der DNA Substrate wird über spezielle Konjugationsapparate, die der Familie der 
Typ IV Sekretionssystemen angehören, vermittelt (Chen et al., 2005; Christie et al., 2005). 
Die Konjugation kann sowohl zwischen Bakterien der gleichen Spezies, als auch zwischen 
Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien erfolgen (Trieu-Cuot et al., 1988). Als 
Empfängerzellen für die bakterielle DNA können nicht nur Prokaryoten fungieren, sondert 
auch Pflanzenzellen, Pilze oder Säugetierzellen (Heinemann und Sprague, 1989; Waters, 
2001). Das bekannteste T4SS ist das Vir System von A. tumefaciens. Das auf dem Ti-Plasmid 
codierte System dient vorwiegend zur Konjugation der T-DNA (Christie, 1997). Nach der 
Injektion in die pflanzliche Zelle kann die T-DNA in das Genom der Pflanze integriert werden 
und die Expression der tumorspezifischen Gene führt zur Entstehung von krebsartigen 






Die ortsspezifischen Rekombinasen katalysieren die drei wichtigen Mechanismen der 
Rekombination, die Integration, die Exzision und die Inversion spezifischer DNA-Segmente. 
Diese Enzyme werden in Abhängigkeit von der Homologie der Aminosäuresequenzen und 
vom katalytischen Rest in zwei große Gruppen klassifiziert, in die Familie der Tyrosin 
Rekombinasen und in die Familie der Serin Rekombinasen (Esposito und Scocca, 1997; 
Nunes-Duby et al., 1998; Smith und Thorpe, 2002).  
 
 
1.9.1 Tyrosin Rekombinasen 
Die Familie der Tyrosin Rekombinasen wird nach ihrem bekanntesten Mitglied, der Lambda 
(λ) Integrase, auch als sogenannte Integrase Familie bezeichnet. Die Proteinfamilie umfasst 
mehr als 1000 Rekombinasen, die vor allem bei Bakterien und Archaea, aber auch bei einigen 
Eukaryoten vertreten sind (Grindley et al., 2006). Neben der Integrase (Int) des λ Phagen 
werden u. a. die Cre Rekombinase des P1 Phagen, die Flp Invertase der Hefe und die 
prokaryotische Xer Rekombinase dieser Familie zugeordnet (Groth und Calos, 2004). 
Tyrosin-Rekombinasen besitzen im aktiven Zentrum einen Tyrosinrest, der während der 
Rekombination das DNA Rückgrat angreift. Zunächst kommt es zur Ausbildung der  
Rekombinationssynapse, bestehend aus zwei DNA Molekülen an die jeweils zwei 
Enzymmonomere gebunden sind. Während der Rekombination sind bei der Tyrosin 
Rekombinase immer nur zwei der vier Enzymmonomere aktiv, wodurch in jeder Doppelhelix 
jeweils nur ein Strang geschnitten wird. Die Reaktion beginnt mit dem nucleophilen Angriff 
des Tyrosinrestes auf das Phosphat (Abb. 6). In jedem DNA-Molekül wird ein Strang 
gespalten, wodurch jeweils ein kovalentes Intermediat aus Tyrosin und der 3‘-Phosphatgruppe 
entsteht (Grindley et al., 2006). Die dabei freigewordenen 5‘-Hydroxylgruppen greifen die 3‘-
Phosphotyrosineinheit des gegenüberliegenden DNA-Stranges an und es kommt zur 
Ausbildung der charakteristischen Holliday-Struktur (Abb. 6). Durch die Isomerisierung des 
gesamten Komplexes werden die DNA-Moleküle neu orientiert. Die bisher inaktiven 
Enzymmonomere werden aktiv und die bisher aktiven Monomere werden wieder inaktiv. 
Durch eine Wiederholung der bisherigen Reaktionsschritte kommt es zur Spaltung der beiden 
anderen DNA-Stränge, die zur Auflösung der Holliday-Struktur und zur Ausbildung der neuen 
Phosphodiesterbindungen führt. Am Ende der Reaktion und nach dem Auflösen des 
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Rekombinationskomplexes liegen zwei neue rekombinante DNA Doppelstränge vor (Grindley 




Abb. 6: Mechanismus der Rekombination bei Tyrosin Rekombinasen. Die beiden DNA Moleküle werden 
von vier Enzymmonomeren (blaue Ovale) der Tyrosin Rekombinase gebunden. Es sind jeweils immer nur 
zwei der vier Monomere aktiv (gekennzeichnet durch den Tyr-Rest). Zunächst spalten die zwei aktiven 
Monomere jeweils einen der DNA Doppelstränge, wodurch ein 3‘-Phosphotyrosyl Intermediat und eine 
freie 5‘-OH Gruppe entsteht. Der anschließende Austausch der DNA-Stränge führt zur Bildung der 
Holliday-Struktur. Es kommt zur Isomerisierung des Protein-DNA-Komplexes und zur Aktivierung der 
inaktiven Monomere, die eine Spaltung der zwei anderen DNA-Einzelstränge katalysieren. Der erneute 
Strangaustausch und die Ligation führen zur Bildung der rekombinanten DNA-Produkte. (Rajeev et al., 
2009) 
 
Tyrosin Rekombinasen benötigen für die Bindung an ihre DNA Substrate spezifische 
Erkennungsmotive. Der λ Phage kann nach der Infektion von E. coli, entweder den lytischen 
Lebenszyklus, was die Zerstörung des Wirtes zur Folge hat oder den lysogenen Zyklus 
einschlagen und als Prophage in das Genom seines Wirtes integrieren. Unter bestimmten 
Umweltbedingungen kann der Prophage wieder aus dem bakteriellen Chromosom 
ausgeschnitten werden und in den lytischen Zustand übergehen. Sowohl der Prozess der 
Integration, als auch die Exzision werden durch die λ Integrase katalysiert (Enquist et al., 
1979). Für das Erkennen und Binden an spezifische DNA-Motive verfügt die Integrase über 
drei funktionelle Domänen, einer N-terminale „arm-type“ DNA Bindedomäne, einer „core-
type“ Bindestelle und einer katalytischen C-terminalen Region, mit einer Typ I 
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Topoisomerase Aktivität (Kwon et al., 1997; Moitoso de Vargas et al., 1988; Wojciak et al., 
2002). Phagen-Integrasen binden an die DNA-Moleküle über charakteristische 
Rekombinationsstellen bzw. „attachment sites“ (att). Die Rekombinationsstelle im 
bakteriellen Chromosom wird als attB und die des Phagen als attP bezeichnet (Campbell, 
1992; Enquist et al., 1979). Generell ist die attB Rekombinationsstelle im Vergleich zu attP 
simpler und besteht aus einer Bindestelle für die Integrase Monomere, die zur attP Bindestelle 
identisch ist, sowie zwei flankierenden Sequenzwiederholungen, den „inverted repeats“ 
(Sarkar et al., 2001). Die attP Rekombinationsstelle ist durch eine Reihe zusätzlicher DNA-
Bindestellen wesentlich komplexer (Ross et al., 1979). Neben der „core-type“ Bindestelle und 
verschiedenen flankierenden „arm-type“ Motiven, verfügt attP noch über Erkennungsmotive 
für weitere Faktoren, die an der Integration und Exzision beteiligt sind (Craig und Nash, 
1984; Yin et al., 1985). Einer dieser Faktoren ist das IHF (Integration host factor) Protein, das 
u. a. wichtige Funktionen bei der Kontrolle der Genexpression, der DNA-Replikation, der 
Transposition und der Rekombination besitzt (Freundlich et al., 1992). Das IHF-Protein 
bewirkt in der DNA eine Krümmung, wodurch Rekombinationsstellen in räumliche Nähe 
gelangen und die Rekombination durch die Integrase ermöglichen (Robertson und Nash, 
1988). Die allgemeine IHF-Konsensussequenz WATCAANNNNTTR (W = dA oder dT, R = 
dA oder dG, N = jedes Nukleotid) setzt sich aus einer Kernsequenz, sowie variablen 
Nukleotidbasen zusammen (Friedman, 1988). Nach der Integration in das bakterielle Genom 
wird die Phagen DNA auf der rechten und linken Seite von den Rekombinationsstellen attR 
und attL flankiert. Für die Exzision des Prophagen ist ein weiterer Faktor, das Xis-Protein 
erforderlich, dessen spezifische Erkennungssequenzen auf Seiten der attR 
Rekombinationsstelle liegen (Thompson et al., 1987; Yin et al., 1985). Im Gegensatz zu den 
Integrasen sind die Erkennungsmotive der Rekombinasen Cre und Flp wesentlich einfacher. 
Die Cre-Rekombinase des Phagen P1 katalysiert die Rekombination an zwei 13 bp langen 
Erkennungssequenzen, den sogenannten loxP-Stellen (Hoess und Abremski, 1985). Das Cre-






1.9.2 Serin Rekombinasen 
Die Proteinfamilie der Serin Rekombinasen wird auch als Invertase/Resolvase Familie 
bezeichnet. Namensgebend für diese Familie ist der katalytische Serinrest im aktiven Zentrum 
des Enzyms (Smith und Thorpe, 2002). Vertreter dieser heterogenen Gruppe sind die Invertase 
Gin des Mu Phagen, die Resolvasen γδ und Tn3 oder die Phagen-Integrasen ϕC31, R4, und 
TP901-1 (Groth und Calos, 2004). Ein weiteres bekanntes Beispiel ist die Hin Rekombinase 
von Salmonella, die eine wichtige Rolle bei der Phasenvariation spielt. Durch die Inversion 
eines DNA Elements, kann der Erreger zwei unterschiedliche Flagellen Proteine exprimieren 
(Hughes et al., 1988). Ähnlich zur Tyrosin Familie benötigen auch Serin Rekombinasen 
spezifische Erkennungssequenzen. Im Gegensatz zu den Integrasen der Tyrosin Familie sind 
die att Rekombinationsstellen der Serin Integrasen weniger komplex. Das Erkennungsmotiv 
der Phagen-Integrase ϕC13 besteht aus der Rekombinationsregion TTG und verschiedenen 
„inverted repeats“ innerhalb von attB und attP (Thorpe et al., 2000). Auch bei anderen Serin 
Integrasen, wie z. B. der Phagen R4 und TP901-1 sind die att Regionen ähnlich simpel 
(Olivares et al., 2001; Stoll et al., 2002). Serin Rekombinasen binden an ihre Substrate als 
Dimer. Für die Rekombination schließen sich zwei Dimere zu einem Tetramer zusammen und 
bilden mit den gebundenen DNA-Molekülen einen synaptischen Komplex (Leschziner und 
Grindley, 2003). In diesem aktiven Komplex befinden sich die DNA-Moleküle auf der 
Außenseite, während die vier Untereinheiten im Zentrum liegen. Die Reaktion beginnt im 
aktiven Zentrum mit einem nucleophilen Angriff des katalytischen Serin Restes, auf die 
Phosphodiesterbindung der DNA-Doppelhelix. Im Unterschied zu den Tyrosin Rekombinasen 
sind bei den Serin Rekombinasen alle vier Monomere gleichzeitig aktiv, wodurch es zu zwei 
simultanen Doppelstrangbrüchen kommt. Bei der Spaltung wird jeweils ein 5‘-Ende des DNA 
Stranges über ein Serylphosphat kovalent mit den Untereinheiten der Rekombinase verbunden 
(Abb. 7). Die Spaltung erfolgt um zwei Nukleotide versetzt, wodurch am freien 3‘-
Hydroxylende kurze 2 bp lange Überhänge entstehen (Reed und Grindley, 1981). Der 
Strangaustausch erfolgt nach einer Konformationsänderung der Serin Rekombinase. Dabei 
rotieren die Enzymmonomere und ihre gebundenen Substrate um 180° gegeneinander und 
ermöglichen auf diese Weise die kreuzweise Verknüpfung der DNA Stränge. Die freie 3‘-
Hydroxylgruppe greift das Serylphosphat nucleophil an und es folgt die Bildung der 
Phosphodiesterbindungen, wodurch die Serinreste wieder frei werden. Für eine erfolgreiche 
Ligation der DNA Stränge spielen die vor allem die 2 bp Überhänge eine wichtige Rolle 
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Abb. 7: Mechanismus der Rekombination bei Serin Rekombinasen. Die Enzyme binden als Dimere (zwei 
rote und zwei blaue Untereinheiten) an ihre DNA Substrate (schwarze bzw. graue Linien). Durch die 
Bildung eines Tetramers formen sie zusammen mit den beiden DNA-Helices einen synaptischen Komplex. 
Die vier Untereinheiten sind gleichzeitig aktiv und verursachen im jeweils gebundenen DNA-Molekül 
einen Doppelstrangbruch. Es entsteht jeweils ein 5‘-Phosphoserinrest und ein freies 3‘-OH Ende mit 
einem 2 bp langen Überhang am 3‘-Ende. Eine Rotation der Dimere führt zu einer Neuanordnung und 
anschließender Rekombination der beiden DNA-Stränge. (Brown et al., 2011) 
 
 
1.10 Zielsetzung der Arbeit 
Legionella Genome besitzen eine hohe Dynamik, dabei spielen hier vor allem mobile 
genomische Elemente, horizontaler Gentransfer und Rekombination eine wichtige Rolle. 
Mobile genetische Elemente, wie z. B. Transposons, temperente Bakteriophagen oder 
konjugative und integrative Plasmide können über horizontalen Gentransfer in die bakterielle 
Zelle eingeschleust und dort über den Mechanismus der homologen Rekombination in das 
Genom eingebaut werden. Bei der Konjugation spielen vor allem Typ IV Sekretionssysteme 
(T4SS) eine wichtigen Rolle und ermöglichen nicht nur die Sekretion von Proteinen, sondern 
auch den Transport einzelsträngiger DNA-Moleküle. L. pneumophila codiert für verschiedene 
Typ IV Sekretionssysteme, darunter ein T4BSS bzw. das Dot/Icm System und mehrere 
unterschiedliche T4ASS. Ein funktionelles T4ASS, das Trb/Tra Konjugationssystem ist bei L. 
pneumophila Corby auf zwei genomischen Inseln (Trb-1, Trb-2) lokalisiert (Glöckner et al., 
2008). Zudem verfügt der Stamm Lp Corby noch über weitere genomische Inseln (LpcGI-1, 
LpcGI-2), die für Komponenten der T4SS codieren (Lautner, 2008). Ziel dieser Arbeit war die 
Untersuchung der genomischen Inseln von Lp Corby hinsichtlich ihres Aufbaus, ihrer 
Funktion und ihrer Verbreitung im Genus Legionella. Die Untersuchungen sollten 
hauptsächlich anhand der beiden genomischen Inseln Trb-1 und LpcGI-2 von L. pneumophila 
Corby erfolgen. Trb-1 und LpcGI-2 unterscheiden sich sowohl in Bezug auf die Existenz 
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einer oriT (origin of transfer) Region, als auch hinsichtlich ihrer genomischen Organisation. 
Die genomischen Inseln LpcGI-2 und LpcGI-1 sollten zunächst hinsichtlich möglicher 
zirkulärer episomaler und chromosomaler Formen untersucht werden. Des Weiteren war von 
Interesse, in wie weit es sich beim putativen T4ASS von LpcGI-2, um ein funktionelles 
Konjugationssystem handelt und die genomische Insel in andere Legionella Stämme 
konjugiert werden kann. Im Fokus dieser Arbeit stand vor allem die Funktion der 
ortsspezifischen Integrasen. Durch die Generierung von Integrase Mutanten, sollte sowohl für 
Trb-1, als auch für LpcGI-2, der Einfluss der Integrasen auf die Prozesse der Integration und 
Exzision für beide genomischen Inseln analysiert werden. Eine phänotypische 
Charakterisierung der Integrase Mutanten sollte mittels Konjugationsexperimenten erfolgen. 
Ein interessanter Aspekt war zudem die Frage nach möglichen Regulationsmechanismen, für 
die Prozesse der Exzision und Integration der genomischen Inseln. Für Trb-1 sollte anhand 
von Deletionsmutanten die Legionella vir Region (lvr) charakterisiert und hinsichtlich einer 
möglichen regulatorischer Funktion, auf die Exzision der genomischen Insel und die 
Genexpression der trb/tra Gene untersucht werden. In vivo Experimente sollten dazu dienen 
einem möglichen Zusammenhang zwischen der Virulenz von L. pneumophila Corby und den 
codierten T4ASS, nachzugehen. Mittels in silico Analyse sollten das Genom bzw. die tRNA 
Gene von L. pneumophila Corby, auf weitere integrative genomische Elementen untersucht 
werden. Analog zu LpcGI-1 und LpcGI2, sollte für diese Elemente ebenfalls eine Analyse 
hinsichtlich zirkulärer und chromosomaler Formen erfolgen. Ebenso war im Besonderen auch 
die Frage nach der Verbreitung der genomischer Inseln im Genus Legionella von Interesse. 
Die bisher sequenzierten Legionella Genome sollten in erster Linie mittels in silico Analysen 
auf das Vorhandensein von genomischen Elementen und ihrer Homologie zu den Lp Corby 










MATERIAL UND METHODEN 








Tab. 2: Legionella Stämme, Deletionsmutanten und Transkonjuganten (TK), die in dieser Arbeit 
verwendet bzw. generiert wurden. 
Bezeichnung Charakteristika Referenz 
L. pneumophila Corby Wildtyp (Jepras et al., 
1985) 




L. oakridgensis ATCC 33761 C. Lück 
L. oakridgensis RV2-2007 Stamm B, Wasserisolat aus England C. Lück 
L. pneumophila Corby, WT° KmR-Kassette zw. lpc2816 und lpc2817 M. Lautner 
L. pneumophila Corby ∆int-1 lpc2818::KmR diese Arbeit 
L. pneumophila Corby ∆lvrR lpc2816::KmR diese Arbeit 
L. pneumophila Corby ∆lvrRABC lpc2813-2816::KmR V. Herrmann 
L. pneumophila Corby, WT* KmR-Kassette zw. lpc1856 und lpc1857 diese Arbeit 
L. pneumophila Corby ∆int1833 lpc1833::KmR diese Arbeit 
L. pneumophila Corby ∆int1884 lpc1884::KmR diese Arbeit 
L. pneumophila Corby ∆int2123 lpc2123::KmR diese Arbeit 
L. pneumophila Corby ∆pilT lpc1876::KmR diese Arbeit 
L. pneumophila Phil-I JR32, TKWT° TK aus der Konjugation mit Lp Corby, WT° diese Arbeit 
L. pneumophila Phil-I JR32, TK∆int-1 TK aus der Konjugation mit ∆int-1 diese Arbeit 
L. pneumophila Phil-I JR32, TKWT* TK aus der Konjugation mit Lp Corby, WT* diese Arbeit 
L. pneumophila Phil-I JR32, TK∆lpc1833 TK aus der Konjugation mit ∆lpc1833 diese Arbeit 
L. pneumophila Phil-I JR32, TK∆lpc2123 TK aus der Konjugation mit ∆lpc2123 diese Arbeit 
L. pneumophila Phil-I JR32, TK∆pilT TK aus der Konjugation mit ∆pilT diese Arbeit 
L. oakridgensis TKWT° TK aus der Konjugation mit Lp Corby, WT° diese Arbeit 
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2.1.1.2 Escherichia 
Tab. 3: Escherichia coli Stämme, die in dieser Arbeit für die Zwischenklonierung verwendet wurden. 
Bezeichnung Charakteristika Referenz 
E. coli DH 5α F-, Ω80dlacZ∆15, ∆(argF lac), U169, deoR, recA1, endA1, 






Tab. 4: Infektionsmodelle, die in dieser Arbeit verwendet wurden. 
Bezeichnung Referenz 
Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 





Tab. 5: Vektoren, die in dieser Arbeit verwendet wurden. 
Vektor Charakteristika Referenz 
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2.1.4 Rekombinante Plasmide 
Tab. 6: Rekombinante Plasmide, die in dieser Arbeit generiert und/oder verwendet wurden. Als Vektor 
diente immer pGEM-T Easy (Promega). 
Plasmid Charakteristika Referenz 
pChA12 KmR-Kassette; Insert: 1400 bp; amplifiziert mit KmR-XbaI-U und KmR-
XbaI-R; kann mit XbaI ausgeschnitten werden 
C. Albert-
Weissenberger 
pML12 Insert: 3513 bp; lpc2818::KmR; amplifiziert mit Int-U und Int-R M. Lautner 
pML14 Insert: 3418 bp, amplifiziert mit pilT-1876-U und pilT-1876-R; diese Arbeit  
pML15 Insert: 2194 bp; ; amplifiziert mit pilT-1876-U und pilT-1876-R; lpc1876 
deletiert über Inverse-PCR (pML14 als Template) mit pilT-1876-MR und 
pilT-1876-MUxba; religiertes Plasmid 5209 bp 
diese Arbeit 
pML16 Insert 3594 bp; lpc1876::KmR; amplifiziert mit pilT-1876-U und pilT-1876-
R 
diese Arbeit 
pML17 Insert: 2816 bp; amplifiziert mit Int-1884-U und Int-1884-R diese Arbeit 
pML18 Insert: 2034 bp; amplifiziert mit Int-1884-U und Int-1884-R; lpc1884 über 
Inverse-PCR (pML17 als Template) mit Int-1884-MU und Int-1884-MRxba 
deletiert; religiertes Plasmid: 5049 bp 
diese Arbeit 
pML19 Insert: 3434 bp; lpc1884::KmR; amplifiziert mit Int-1884-U und Int-1884-R diese Arbeit 
pML20 Insert 2198 bp; amplifiziert mit GI-2-KmR-U und GI-2-KmR-R diese Arbeit 
pML21 Insert: 2096 bp; amplifiziert mit GI-2-KmR-U und GI-2-KmR-R; Inverse-
PCR (pML20 als Template) mit GI-2-KmR-MU und GI-2-KmR-MRxba; 
religiertes Plasmid: 5112 bp; XbaI Schnittstelle zw. lpc1856 und lpc1857 
diese Arbeit 
pML22b Insert: 3096 bp; amplifiziert mit GI-2-KmR-U und GI-2-KmR-R; KmR-
Kassette zwischen lpc1856 und lpc1857 
diese Arbeit 
pML23 Insert: 3103 bp; amplifiziert mit Int-1833-U und Int-1833-R diese Arbeit 
pML24 Insert: 2018 bp; amplifiziert mit Int-1833-U und Int-1833-R;lpc1833 
deletiert über Inverse-PCR (pML23 als Template) mit Int-1833-MU und Int-
1833-MRxba; religiertes Plasmid: 5039 bp 
diese Arbeit 
pML25a Insert 3418 bp; lpc1833:KmR; amplifiziert mit Int-1833-U und Int-1833-R diese Arbeit 
pML26 Insert: 2377 bp; amplifiziert mit Int2123-U und Int2123-R  diese Arbeit 
pML27 Insert: 2095 bp; amplifiziert mit Int2123-U und Int2123-R; lpc2123 über 
Inverse-PCR (pML26 als Template) mit Int2123-MUsacII und Int2123-
MRxba deletiert; religiertes Plasmid: 5110 bp 
diese Arbeit 
pML28 Insert: 3495 bp; lpc2123:KmR; amplifiziert mit Int2123-U und Int2123-R diese Arbeit 
pML54 Insert: 2530 bp; amplifiziert mit LvrR-2816-U und LvrR-2816-R diese Arbeit 
pML56 Insert:  1914 bp; amplifiziert mit LvrR-2816-U und LvrR-2816-R; lpc2816 
(lvrR) deletiert über Inverse-PCR (pML54 als Template) mit LvrR-2816-
MUxba und LvrC-2816-MR; religiertes Plasmid:  4929 bp 
diese Arbeit 
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2.1.5 Oligonukleotide 
Tab. 7: Oligonukleotide (Primer), die in dieser Arbeit verwendet wurden. Die Synthese der 
Oligonukleotide erfolgte durch die Firma Eurofins MWG Operon, Ebersberg. 
Name Tm [°C] Sequenz (5’→3’) 
Herstellung der Deletionsmutanten 
GI-2-KmR-U 61,0 CTAATACCACGACGAATACCGATC 
GI-2-KmR-R 59,3 CAACCGTTCAAGCCAATATAG 
GI-2-KmR-MU 58,9 CGCATTAACACCTGGCTAAAATC 
GI-2-KmR-MRxba 59,7 CAATACCCATCTAGAGCAACTAACA 
GI-2-KmR-Rout 59,3 ACAGATGTTTAACCTCACTGATCG 
Int-U 54,2 CTAAAAGCTTACGTTGTAATTATG 
Int-R 63,2 AAGAGCTCGTATGCTTGCTGGCTTAT 
Int-MU 57,1 GCATAAAGTGAATGCCGTTAGAA 
Int-MRxba 55,9 GATCTAGATCATGAACTTCGTATT 
Int-Uin 60,3 GTTATGACAGCAGCTCAAGCTC 
Int-Rin 60,3 CTCAGCGTACTGGCAATATCAG 
Int-Rout 61,0 AGAGGCATCCTTACACTCATAACG 
Int-1833-U 58,9 GCTAACTTGCGTCTTGTGATTTC 
Int-1833-R 58,1 GAAGATTGATACGTTTGGAATCTA 
Int-1833-MU 59,7 CCATTTACCCATACTCCTTTGATTG 
Int-1833-MRxba 57,1 GCGTAATCTAGATTTGAGAATGC 
Int-1833-Uin 58,4 CTGCATCATCATGAAGACTACG 
Int-1833-Rout 58,9 CAACTCCTATAGTGATGATGTGG 
Int-1884-U 62,7 GAGGCAAGCTTCGCAACATCATTG 
Int-1884-R 59,3 CAACACTAGTTCGTAGAGACTTTG 
Int-1884-MU 61,0 GATTGACTGGCATAGGAGTGGTTA 
Int-1884-MRxba 60,1 CGCATATCTAGAACAAGGATCTATTG 
Int-1884-Uout 63.2 CAAATCCTCCGGTATTGTACTGCTGT 
Int-1884-Rin 58,4 AGACGATATAGAGAGCTAACCC 
Int-2123-U 60,3 TGCTTCAAGCGCCTCTTTAGTG 
Int-2123-R 60,3 AAGCGAAGCTTTACTCAAGCCG 
Int-2123-MU 63,0 CTTCCGCGGTCCATTAACACATAGA 
Int-2123-MRxba 61,9 GCTAAAGCATCTAGAAGGGGATAATTC 
Int-2123-Uout 60,6 AAGGTTGGTCATCACACACTACC 
Int-2123-Rin 61,0 TAGCCTTGATTTGCCTGCTTATGC 
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LvrR-2816-U 59,3 GGATATGGTGAATTTGTCAGAAGG 
LvrR-2816-R 61,0 CTCCTGCGTTACTTCGATTTTGAC 
LvrR-2816-MUxba 61,0 GCGTTGTCCCATTCTAGAACTATC 
LvrR-2816-MR 60,6 CAAACTAGGGCATACGATCAACC 
LvrR-2816-Uin 57,9 GAATCAGTATCCATACGCTCC 
LvrR-2816-Rin 57,3 CTGCTGACATAACGGGATCA 
LvrRABC-U 59,8 GAGTCGAATGGAAGTCCTCCA 
LvrRABC-R 58,9 ACTTAATGCCGATGGTGCTATTG 
LvrRABC-MUxba 58,5 GCTTCTAGAACAAATTCCTGAGAATT 
LvrRABC-MR 60,6 GGCATACGATCAACCCAATCTAC 
LvrRABC-Uout 64,8 CATGGCTGAGACTCGATTGCTGTCAT 
LvrRABC-Rout 65,0 TCACTGATGACCAAGGCAGTTGAATGG 
pilT-1876-MR 60,6 GCAGTCTATGCGAAACCTGATTC 
pilT-1876-MUxba 61,0 GTACATCTAGATTGGATGAGCCAC 
pilT-1876-R 61,0 GCTGAATTCCTTGCAGAACAACTC 
pilT-1876-U 62,4 GTCTTCTGAGCTCAACTGCGAAC 
pilT-1876-Rout 63,4 GCTATTACCCAAAACGTCACCGATATG 
pilT-1876-Uin 62,7 GACTATCCGACACAGAAAGCATGC 
KmR-Kassette 
KmR-XbaI-U 65,5 TGAATGTCAGCTTCTAGACTATCTGGACAAG 
KmR-XbaI-R 72,2 GCGGCCATCGTGTCTAGACACTCCTGGAGT 
MCS (Multiple cloning site) 
M13-R 54,5 GGAAACAGCTATGACCATG 
M13-U 52,8 GTAAAACGACGGCCAGT 
Charakterisierung der genomischen Inseln 
Loak-lvh-2R 57,1 GAAATCCACACTATCTACTGAAG 
Loak-lvh-3U 57,1 CAGAGTCAATTAATAGCAACGGA 
Loak-lvh-5U 58,4 ACTGAACTGATGAGGAGCAAAC 
LpcGI-1-1U 60,6 CATCTGCACCAATGTTCAAGCTG 
LpcGI-1-2R 61,0 CGCTTTAGCAAGATATTCACGAGC 
LpcGI-1-3U 63,2 GGATGGCAGTAATATACATAGGCTCC 
LpcGI-1-4R 60,6 GTGTTCAACTACTGCATGCTACC 
LpcGI-1-5R 60,1 GCGATCTCTGGTTATTGATAACATTG 
LpcGI-1-6U 61,0 GAGCAAACATTCACGAGGAGTGAT 
LpcGI-2-1U 61,3 GCCATCTATCAATTTCAGCAAGAGC 
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LpcGI-2-2R 63,4 CTGCATGAATAGAACCACGATATCGAC 
LpcGI-2-3U 60,6 AGGTCACGTAAAAGTCACGCAAG 
LpcGI-2-4R 60,1 GGAAGAAGTTGGTAAACAATTTGACG 
LpcGI-2-5R 61,6 CATTGCCCACAATTTAGTCGAGAAGT 
LpcGI-2-6U 61,9 GAATATCTCAAAGAGCTTTCTGCACTG 
LpcGI-Asn-1U 59,3 GTCGCATAAGTTTCAATGCTATGG 
LpcGI-Asn-2R 59,3 GCTAATATCTTTGGTTTGCACGTC 
LpcGI-Asn-3U 58,9 GTATCCCGATTAAAGAGTTCTGC 
LpcGI-Asn-4R 58,9 CTTTACGAACATCCTCAATGCCT 
LpcGI-Phe-1U 58,4 GTCATAGGTTATGCCACAGACA 
LpcGI-Phe-2R 59,3 GCATGAGTGTCGTAAAGTAATACC 
LpcGI-Phe-3U 59,7 CATCTTCAAGCTGATATTCATGTGC 
LpcGI-Phe-4R 59,3 GACAAGCCTATTACTCAACTCATC 
trb-1 59,8 TTCGATATCGCCGTCTGCCAT 
trb-2 57,6 AGATTGCTCATCAATCAAACTTCC 
trb-3 58,1 GTAAGCCTATCTATTGATAATGCAC 
trb-4 56,7 GAGAAGGTCGATGGTGATC 
trb-6 64,8 GCATGGTTCATAGCTCAACGTTGGAG 
trb-7 61,0 GTTGTAAAGTAGTGTTGGCCTTGG 
Sequenzierung von Trb-1 
TrbI-F 56,5 TAAGGAGTGAGACTGATGAATC 
TrbI-R 58,9 CATTGCACTCCTCCTGTATCAAT 
lpc2805-R 62,4 GAGCTACGACTGGTACTTTGTGG 
lpc2807-F 59,8 ATCCTCGGATGGATCAGTCAG 
lpc2807-R 55,9 ATGGATGGCTCAACAATGAAG 
lpc2809-F 59,3 ACCCAATCTATATGCAAGAGATCC 
Charakterisierung der Transkonjuganten 
lpg0402-U 59,7 GATGATCGAATTAGGATTACCATCC 
lpg0402-R 59,3 GACATTGATGCAATCAACACCTTC 
TraG-F 60,3 TGGAGACGGTCAATGAGCTTGA 
TraG-R 59,3 TAGTCTGATTTCCTCATCTTCACG 
TraM-F 57,3 GTTATCACTGGTGGTCAAGC 
TraM-R 57,9 TGGATGCATGAGTTATCTCGC 
Loak-lvhB4-U 61,0 GAAGGGCAATAGTGAGTTGTCTGA 
Loak-lvhB4-R 60,6 GATATAGGAGCTGTTACCGGAAG 
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Loak-orf0933-U 59,3 AGTCACCATAGGTCATAACGTCAA 
Loak-orf0933-R 59,3 TGCCTACACACTGTTTCAGCTATT 
lpc1833-U 61,0 AAGTCCTTGCGTGACTTTTACGTG 
lpc1833-R 58,9 AGCAACCAATCAAAGGAGTATGG 
lpc1850-U 59,4 CGCCAGCAGTGAAAGAAGTG 
lpc1850-R 59,4 CAAGCCATCCCCTAAGCATC 
lpc1884-U 57,9 CGCTTTTGGAGTTATCTGCATG 
lpc1884-R 57,6 CACGTTTGATTGATTTCATCCAC 
lpc2123-U 60,3 AGAGAAGTCCTAGGGGATGTAG 
lpc2123-R 58,1 AAGAAATACATCTTGCCTATGTCTG 
trnM-lpg2362-R 59,2 CAGTCTGAAAGAAAGCCCTTTTGA 
trnM-lpg2362-U 61,0 GACGACTCTCATCTGGGTGATTTT 
Kontrolle der RNA-Proben auf DNA-Rückstände 
RT-GyrA-F 61,0 GCCAAAGAAGTCTTACCAGTCAAC 
RT-GyrA-R 60,6 CGCAATACCGGAAGAGCCATTAA 
Real-time PCR 
RT-flaA-U 55,3 CAATTTCAGTATCGGCAGCA 
RT-flaA-R 55,3 CCGGTAAAATTGGCAGAAGA 
RT-gyrA-U 59,4 TGACAGTCTCGTTGGAGTCG 
RT-gyrA-R 55,3 CAAGGGATTTAACGGCTTGA 
RT-LpcGI-2-1U 60,3 GGAAAGAGCCTAAAATTCGCCC 
RT-LpcGI-2-2R 60,3 GTGTTTGAGTACGACGCAGTAC 
RT-LpcGI-2-3U 60,6 AGGTCACGTAAAAGTCACGCAAG 
RT-LpcGI-2-5R 60,3 CCCACATCTGCAAGCACAAGTA 
RT-lpc2784-U 57,3 CCCATGGAATCAAGCCAGTT 
RT-lpc2784-R 55,3 ACACCATCCTTCTAAAGAGG 
RT-lpc2785-U 56,7 GGGCGCTATGGTATATGTG 
RT-lpc2785-R 55,3 CCAACTTCGGTTTCACGTTT 
RT-lpc2790-U 56,7 GTCTGACATGCTGGTGACA 
RT-lpc2790-R 57,3 ACCAAAACGACCATCCATCC 
RT-lpc2795-U 57,1 CTGGTCTTTTATAATGAAGCAGG 
RT-lpc2795-R 55,9 TTGCCTGGATCTTTCAGTACT 
RT-lpc2796-U 56,7 GGCAGCGCAATATACAGGT 
RT-lpc2796-R 55,3 TTCATCCGGCTTGAATTGAG 
RT-lpc2801-U 55,3 AACTTAAAAGTCGTGAGCGC 
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RT-lpc2801-R 55,3 GTTTACCGCTAGTAGTGGTA 
RT-lpc2812-U 56,7 TATCAATGAGGTGCGTGCC 
RT-lpc2812-R 57,3 GAATAGCGAATGTAGGGCGT 
RT-lpc2813-U 54,5 GGGGTATCAAAACGATGAG 
RT-lpc2813-R 54,7 AGCTGCTTTATCTACAAACTTG 
RT-lpc2818-U 57,3 CTGATGACCAAGGCAGTTGA 
RT-lpc2818-R 57,3 ATCAGCCGGAGTTGATTGTC 
RT-lpc2819-U 57,3 CCAAATCGACTATGGCCTGA 
RT-lpc2819-R 55,3 ATGCATTCTTGCGGTGTTTG 
RT-trb-2R 58,4 CACATTCAATTTGCACCCTGTG 





Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem, 
Darmstadt; Becton Dickinson, Heidelberg; Biorad, München; Dianova, Hamburg; Fermentas, 
St. Leon-Rot; GE Healthcare/Amersham Biosciences, München; Gerbu, Gaiberg; Invitrogen, 
Karlsruhe; Merck, Darmstadt; New England Biolabs, Frankfurt a.M.; Oxoid, Wesel; Promega, 
Mannheim; Qiagen, Hilden; Roche, Mannheim; Roth, Karlsruhe; Serva, Heidelberg; Sigma-
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2.1.7 Medien, Nährböden und Medienzusätze 
Alle Medien für Nährböden (LB-Agar, BCYE-Agar) und das LB-Flüssigmedium wurden 
durch autoklavieren bei 121°C sterilisiert. Das YEB-Flüssigmedium und alle hitzelabilen 
Zusätze (Antibiotika, L-Cystein, FeNO3 und Fe4(P2O7)3 wurden steril filtriert (0,2 µm Filter) 
und dem Medium bei Raumtemperatur (Flüssigmedium) bzw. bei ca. 45°C (Agar) zugefügt. 
 
 
2.1.7.1 Kultivierung von E. coli 
E. coli Bakterien wurden in LB-Medium oder auf LB-Agarplatten bei 37°C kultiviert. Das im 
Medium enthaltene Hefeextrakt diente als Nährstoffquelle und lieferte Peptide, Aminosäuren, 
Purine, Pyrimidine und Vitamine. Der Medienzusatz Bacto Trypton lieferte Peptide, 
Aminosäuren und Natriumchlorid (NaCl). 
 
LB-Flüssigmedium  
Bacto Trypton 10 g 
Hefeextrakt 5 g 
NaCl 5 g 
ad 1 l H2Odd  
→ autoklavieren  
 
LB-Agar  
Bacto Trypton 10 g 
Hefeextrakt 5 g 
NaCl 5 g 
Agar 12 g 
ad 1 l H2Odd  
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2.1.7.2 Kultivierung von Legionella 
Legionella Stämme wurden in YEB-Flüssigmedium oder auf BCYE-Agarplatten im 
Brutschrank bei 37°C kultiviert. Das im Medium und Agar enthaltene Hefeextrakt diente als 
Nährstoffquelle, ACES fungierte als Puffer und durch die Aktivkohle wurden toxische 
Sauerstoffradikale inaktiviert. Die Aminosäure L-Cystein wurde von den Bakterien als 
Energie- und Kohlenstoffquelle genutzt und ermöglichte die Aufnahme von Eisen. Das Eisen 
wurde den Bakterien in Form von Eisen(III)-nitrat (FeNO3) oder als Eisen(III)-pyrophosphat 
(Fe4(P2O7)3) zur Verfügung gestellt. 
 
YEB-Flüssigmedium 
ACES 10 g 
Hefeextrakt 10 g 
ad 1 l H2Odd  
Der pH-Wert wurde auf 6,9 mit 10 M KOH eingestellt. 
L-Cystein 0,4 g 
Fe4(P2O7)3 0,25 g 
Die Lösung wurde in eine autoklavierte Flasche steril filtriert. 
 
BCYE-Agar  
ACES 10 g 
Hefeextrakt 10 g 
ad 1 l H2Odd  
Der pH-Wert wurde auf 6,9 mit 10 M KOH eingestellt. 
Aktivkohle 2,5 g 
Agar 15 g 
→ autoklaviert 
L-Cystein 0,4 g in 10 ml H2Odd, steril filtriert 
FeNO3 0,25 g in 10 ml H2Odd, steril filtriert 
 
 
2.1.7.3 Kultivierung von U-937 Zellen 
Die U-937 Zelllinie wurde in RPMI + 10 % FCS bei 37°C und 5 % CO2 in kleinen 
Zellkulturflaschen inkubiert. Die Zellen wurden nach 3 bzw. 4 Tagen in einer 1:10 bzw. 1:12 
Verdünnung in neues Medium überführt.  
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2.1.7.4 Kultivierung von Acanthamoeba castellanii 
Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 wurde in PYG-Wachstumsmedium in 
Zellkulturflaschen, bei Raumtemperatur kultiviert. 
 
PYG-Wachstumsmedium  
Proteose Pepton 20 g 
Hefeextrakt 1 g 
Natriumcitrat x2H2O 1 g 
0,4M MgSO4 x7H2O    10 ml 
0,25M Na2HPO4 x7H2O 10 ml 
0,25M KH2PO4   10 ml 
0,05M CaCl2 x2H2O 8 ml 
ad 940 ml H2Odd, autoklavieren, dann Zugabe von 
0,005M Fe(NH4)2(SO4)2 x6H2O 10 ml 
2M Glucose 50 ml 
 
 
2.1.7.5 Antibiotika und andere Medienzusätze 
Tab. 8: In dieser Arbeit verwendete Antibiotika und die jeweils eingesetzte Konzentration bei Legionella 
und E. coli. Alle Antibiotika wurden nach dem Lösen in entsprechendem Lösungsmittel, bis zur 
Verwendung bei -20°C gelagert. 
  für Legionella [µg/ml]  für E. coli [µg/ml] 
 Lösungsmittel Medium Nährboden  Medium Nährboden 
Ampicillin (100 mg/ml) H2Odd --- ---  100 100 
Kanamycin (40 mg/ml) H2Odd 10 12,5  40 40 
Streptomycin (100 mg/ml) H2Odd 50 50  --- --- 
 
 
weitere Zusätze in LB-Nährböden: 
Tab. 9: In dieser Arbeit verwendete Zusätze in LB-Nährböden. Die Lagerung erfolgte bei -20°C. X-Gal 
wurde nach dem Lösen in Dimethylformamid lichtgeschützt in einem Polypropylengefäß gelagert. 
Bezeichnung Lösungsmittel Konz. 
IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid)  H2Odd 100 mM 
X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactopyranosid)  Dimethylformamid 2 % 
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2.1.8 Enzyme 
Tab. 10: Enzyme, die in dieser Arbeit verwendet wurden. 
Enzym Charakteristika Hersteller 
HotStar HiFidelity DNA Polymerase DNA Polymerase Qiagen 
HotStarTaq DNA Polymerase DNA Polymerase Qiagen 
KAPAHiFi DNA Polymerase DNA Polymerase Peqlab 
Taq DNA Polymerase DNA Polymerase Invitek 
TopTaq DNA Polymerase DNA Polymerase Qiagen 
T4 DNA Ligase DNA Ligase New England Biolabs 
DNase I DNase Sigma 




Tab. 11: Auflistung der Laborkits, die in dieser Arbeit verwendet wurden. 
Laborkit Hersteller 
DNasy® Blood & Tissue Kit Qiagen 
EXPRESS SYBR® GreenERTM qPCR SuperMix Universal Kit Invitrogen 
GenerationTM Capture Column Kit Qiagen 
High Pure RNA Isolation Kit Roche 
Invisorb® Spin Plasmid Mini Two Invitek 
MSB® Spin PCRapace Invitek 
pGEM®-T Easy Vector Systems Promega 
Rapid DNA Ligation Kit Fermentas 
RNase-Free Dnase Set Qiagen 
Rneasy Mini Kit Qiagen 
SuperScript® VILOTM cDNA Synthesis Kit Invitrogen 
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2.1.10 DNA Größenstandard 
 
Abb. 8: DNA Größenstandard, der in dieser Arbeit verwendet wurde. Zur Bestimmung der Größe von 
DNA Fragmenten in Agarosegelen diente eine „1 kb DNA Ladder“ von Fermentas. Auf ein 0,9 %-iges 




Tab. 12: Geräte, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden. 
Gerät Bezeichnung/Hersteller 
Autoklav Webeco 
Brutschrank (30°C) Memmert 
Brutschrank (37°C) Heraeus 
Brutschrank (37°C, CO2 belüftet) Binder 
DNA-Sequenzierer ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer 
Eismaschine Scotsman AF80 
Elektrophoresekammer Sub-Cell® Model 192, Bio-rad 
Elektroporator Gene Pulse Xcell, Bio-rad 
Feinwaage Kern PLJ 
Geldokumentationsanlage AlphaImagerTM 2200 
Gefrierschrank (-20°C) Privileg ProComfort 
Gefrierschrank (-80°C) Sanyo Ultra Low 
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Grobwaage Kern PLS 2100-2 
Heizblock Dry Block Heating Thermostat, Bio TDB-100 
Koloniezähler Acolyte colony counter, dw scientific 
Kühlschrank Privileg 
Kühlzentrifuge (groß) Heraeus Multifuge 1L-R, Thermo Scientific 
Kühlzentrifuge (klein) Centrifuge 5417 R, Eppendorf 
Magnetrührer Biomagnetic Stirrer HMS-3000 
Mikrowelle Privileg 
Nano Drop Spektrophotometer ND1000 Peqlab Biotechnologie GmbH 
Netzgerät Bio-rad 
PCR Gerät Thermocycler T3000, Biometra® 
pH-Messgerät Mettler Toledo FiveEasy™ 
Photometer Genesys 10 BN, Thermo Scientific 
Pipetten Eppendorf Research 
Plattiergerät Wasp-2, dw scientific 
Real-Time PCR Gerät Mx3000PTM, Stratagene 
Schüttler (klein) SM-30, EB Edmund Bühler GmbH 
Schüttler (groß) Incubator Shaker Model 25, New Brunswick Scientific CO. INC 
Sterilwerkbank Hera Safe KS 
Thermomixer Thermomixer comfort, Eppendorf 
Tischzentrifuge Centrifuge 5424, Eppendorf 
Tischzentrifuge (klein) MC-6400-Centrifuge,  
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Kultivierung und Konservierung von Bakterien 
 
2.2.1.1 Kultivierung von E. coli 
Für die Kultivierung von E. coli auf Nährböden, diente LB-Agar. Die Bakterien wurden auf 
LB-Agarplatten ausgestrichen und bei 37°C über Nacht im Brutschrank kultiviert. Die 
Anzucht von E. coli Flüssigkulturen erfolgte in LB-Medium bei 37°C im Schüttler. 
 
2.2.1.2 Kultivierung von Legionella 
Für die Kultivierung von Legionella Stämmen auf Nährböden diente BCEY-Agar. Legionellen 
wurden auf den BCYE-Agarplatten bei 37°C 2-3 Tage im Brutschrank kultiviert. Die Anzucht 
von Legionella-Flüssigkulturen erfolgte in YEB-Medium. Zunächst wurde eine 4 ml 
Vorkultur angesetzt, hierfür wurde mit einer Impföse etwas Bakterienmaterial von einer 
Agarplatte abgenommen und im Flüssigmedium resuspendiert. Die Vorkultur wurde bei 37°C 
über Nacht im Schüttler inkubiert. Für die Hauptkultur wurden 3 ml der Vorkultur mit YEB-
Medium auf eine OD600 ~ 0,3 eingestellt. Die Hauptkultur wurde unter Schütteln bei 37°C bis 
zur gewünschten OD600 kultiviert.  
 
2.2.1.3 Anlegen von Glycerinkulturen 
Die Konservierung der Bakterien erfolgte in 20 %-igem Glycerin. Die Bakterien wurden 1 (E. 
coli) bis 3 Tage (Legionella) auf Agarplatten bei 37°C im Brutschrank kultiviert. 
Anschließend wurden die Kulturen mit einer Impföse von der Agarplatte, in ein steriles 
Cryoröhrchen überführt und in 500 µl 20 %-igem Glycerin resuspendiert. Die Lagerung der 
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2.2.2 Nukleinsäure Techniken 
 
2.2.2.1 Isolierung chromosomaler DNA aus Bakterien für die PCR 
Die Isolierung von chromosomaler DNA für die PCR erfolgte mit dem „Generation Capture 
Column Kit“ (Qiagen). Die Legionellen wurden zunächst auf BCYE Agarplatten für 2 bis 3 
Tage bei 37°C kultiviert. Anschließend wurde in 4 ml YEB-Medium eine Übernachtkultur mit 
Legionellen angeimpft und ebenfalls bei 37°C unter Schütteln kultiviert. Für die Gewinnung 
der chromosomalen DNA wurde 1 ml der Übernachtkultur (1-3 x 109 Zellen/ml) in ein 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt und bei 16000 x g für 5 min zentrifugiert. Vom Überstand wurden 
800 µl entfernt, das Pellet wurde in den verbliebenen 200 µl resuspendiert und das Gemisch 
wurde auf ein spezielles Säulchen nach Herstellerangaben aufgetragen. Die Adsorption der 
DNA erfolgte bei Raumtemperatur für 1 h. Im Anschluss wurden 400 µl „DNA Purification 
Solution 1“ auf das Säulchen aufgetragen, bei Raumtemperatur (RT) für 1 min inkubiert und 
danach bei 10000 x g für 10 s abzentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen, das Säulchen 
wurde in ein neues Auffanggefäß platziert und der Waschschritt wurde ein weiteres Mal 
wiederholt. Anschließend wurden 200 µl der „DNA Elution Solution 2“ aufgetragen und 
erneut bei 10000 x g  für 10 s zentrifugiert. Zum eluieren der DNA wurde das Säulchen auf 
ein sauberes Reaktionsgefäß platziert, es wurden 100 µl „DNA Elution Solution 2“ 
aufgetragen, bei 100°C für 10 min im Heizblock inkubiert und direkt im Anschluss bei 12000 
x g für 30 s zentrifugiert. Die chromosomale DNA wurde im Kühlschrank bei 4°C gelagert. 
 
2.2.2.2 Isolierung chromosomaler DNA aus Bakterien für die Real-time PCR 
Bakterielle genomische DNA, die in der Real-time PCR verwendet wurde, wurde mit dem 
„DNeasy Blood & Tissue Kit“ (Qiagen) isoliert.  Die Legionellen wurden zunächst 2 bis 3 
Tage auf BCYE Agarplatten bei 37°C kultiviert. Die Vorkultur wurde in 4 ml YEB angeimpft 
und unter schütteln bei 37°C über Nacht kultiviert. Für die Hauptkultur wurden 3 ml der 
Vorkultur mit YEB auf eine OD600 = 0,3 eingestellt und bis zur gewünschten OD600 bei 37°C 
im Schüttler inkubiert. Es wurden jeweils Proben aus der exponentiellen (OD600 ~ 1,0) und 
stationären (OD600 ~ 2,1) Phase genommen. Die Proben aus der stationären Phase wurden vor 
der weiteren Verwendung, mit YEB zunächst auf eine OD600 ~ 1,0 verdünnt. Zum Isolieren 
der chromosomalen DNA wurden 2 ml Bakterienkultur bei 5000 x g (7500 rpm) pelletiert. 
Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen und das Pellet wurde in 180 µl ATL Puffer 
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resuspendiert. Zum Lysieren der Bakterien wurden 20 µl Proteinase K zugegeben, der Mix 
wurde sorgfältig gemischt und bei 56°C für 3 h im Heizblock inkubiert. Anschließend wurde 
die Probe 15 sec mittels Vortexer gemischt. Es wurden 200 µl AL Puffer zugegeben, gemischt 
und dann mit 200 µl Ethanol (96-100%) erneut gemischt. Die Probe wurde auf ein spezielles 
„DNeasy Mini“–Säulchen aufgetragen und bei 6000 x g (8000 rpm) für 1 min zentrifugiert. 
Der Überstand wurde verworfen. Zum Waschen wurden zunächst 500 µl AW1 Puffer auf das 
Säulchen aufgetragen, bei 6000 x g (8000 rpm) für 1 min zentrifugiert und der Überstand 
wurde erneut verworfen. Auf das Säulchen wurden 500 µl AW2 Puffer pipettiert und zum 
Trocknen der Membran wurde die Probe bei 20000 x g (14000 rpm) für 3 min zentrifugiert. 
Das Säulchen wurde anschließend auf ein sauberes 1,5 ml Reaktionsgefäß platziert. Zum 
eluieren der DNA, wurden 200 µl AE Puffer auf die Membran der Säulchen pipettiert, bei 
Raumtemperatur für 1 min inkubiert und dann bei 6000 x g (8000 rpm) für 1 min 
zentrifugiert. Die chromosomale DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 
 
2.2.2.3 Isolierung von Plasmid DNA aus E .coli 
Für die Isolierung von Plasmid DNA aus einer E. coli Kultur wurde das „Invisorb Spin 
Plasmid Mini Two“ (Invitek) Laborkit verwendet. Von einer E. coli Übernachtkultur wurden 2 
ml in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt und bei 16500 x g für 5 min abzentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen und das Pellet wurde in 250 µl „Solution A“ resuspendiert. Zum 
Lysieren der bakteriellen Zellen wurde das Gemisch mit 250 µl „Solution B“ versetzt und 5-
mal invertiert. Nach Zugabe von 250 µl „Solution C“ wurde das Gemisch 5-mal invertiert und 
dann bei 16000 x g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, auf ein 
Säulchen aufgetragen und bei Raumtemperatur für 1 min inkubiert. Beim Zentrifugieren 
(10000 x g, 1 min) wurde die Plasmid DNA an die Membran des Säulchens gebunden. Der 
Durchfluss wurde verworfen und das Säulchen wurden mit 750 µl „Wash Solution“ 
gewaschen (10000 x g, 1 min). Um Reste von Ethanol zu entfernen wurde das Säulchen ein 
weiteres Mal bei 16500 x g für 3 min zentrifugiert. Die Plasmid DNA wurde mit 60 µl H2Odd 
eluiert. Hierfür wurden die Säulchen auf ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß platziert und mit 
H2Odd beladen. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurde die Probe bei Raumtemperatur 
und 10000 x g für 1 min zentrifugiert. Die Plasmid DNA wurde bei -20°C gelagert. 
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2.2.2.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus Bakterien 
Für die Isolierung von Gesamt-RNA aus Bakterien wurde das „High Pure RNA Isolation Kit“ 
von Roche verwendet. Die RNA wurde aus der exponentiellen und postexponentiellen 
Wachstumsphase aus je 1 ml Bakterienkultur isoliert. Die Bakterien wurden bei 2000 x g für 5 
min zentrifugiert. Der Überstand wurde restlos abgenommen und das Pellet wurde in 200 µl 
10 mM Tris (pH 8,0) resuspendiert. Es wurden 4 µl Lysozym (50 mg/ml) hinzugegeben und 
der Ansatz wurde bei 37°C für 10 min inkubiert. Anschließend wurden die Proben mit je 400 
µl „Lysis/-Binding“ Puffer gemischt und auf ein High Pure Filtersäulchen aufgetragen. Die 
Proben wurden bei 8000 x g für 15 sec zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die 
Proben wurden mit je 500 µl Wasch-Puffer I und Wasch-Puffer II gewaschen (8000 x g, 15 
sec). Ein dritter Waschschritt erfolgte mit 200 µl  Wasch-Puffer II bei 13000 x g für 2 min. 
Das Filtersäulchen wurde auf ein RNase freies 1,5 ml Reaktionsgefäß platziert. Die RNA 
wurde mit 90 µl Elution Puffer eluiert (8000 x g, 1 min). Die Proben wurden bei -80°C 
gelagert.  
 
2.2.2.5 DNase I Verdau von RNA 
Der DNase I Verdau diente zum Entfernen von DNA Kontaminationen aus den RNA-Proben. 
Es wurde das „RNase-Free DNase Set“ von Qiagen verwendet. Die Reaktion erfolgte bei 
Raumtemperatur (20-25°C) für 30 min. Anschließend wurde die RNA aufgereinigt. 
 
Reaktionsansatz: RNA Lösung x µl 
 10x Puffer RDD 10 µl 
 DNase I  5 µl 
 ad 100 µl H2Odd (DEPC)  
 
 
2.2.2.6 Aufreinigung von RNA 
Nach dem DNase I Verdau wurden die RNA-Proben mit dem „RNeasy Mini Kit“ von Qiagen 
aufgereinigt. Eine 100 µl RNA-Probe wurde mit 350 µl RTL Puffer versetzt. Es wurden 250 
µl Ethanol (96-100%) hinzugefügt und die Probe wurde durch pipettieren gut gemischt. Zum 
Binden der RNA wurde das Gemisch auf die Membran eines RNeasy Mini Säulchens 
transferiert und bei 10000 rpm für 15 sec zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und 
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die Membran wurde zweimal mit je 500 µl RPE Puffer gewaschen (10000 rpm, 15 sec bzw. 2 
min für den zweiten Waschschritt). Zum Trocknen der Membran wurde das Säulchen auf ein 
sauberes 2 ml Reaktionsgefäß platziert und bei 14000 rpm für 1 min zentrifugiert. 
Anschließend wurde das Säulchen auf ein sauberes 1,5 ml Reaktionsgefäß platziert und die 
RNA wurde mit 40 µl RNase-freiem Wasser eluiert (10000 rpm, 1 min). Die RNA-Proben 
wurden bei -80°C gelagert. 
 
2.2.2.7 Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) wurde zur Vervielfältigung von DNA eingesetzt. Für 
die Amplifikation der bakteriellen chromosomalen DNA bzw. der Plasmid DNA wurde eine 
DNA Polymerase verwendet. Als Starterkennung für die Polymerase dienten zur Template-
DNA komplementäre Oligonukleotide (Primer). Die Primersequenz wurde so gewählt, dass 
einer der Primer am „sense“-Strang und der andere Primer am komplementären DNA-Strang 
hybridisierte. Ein 50 µl Reaktionsansatz wurde in einem PCR-Reaktionsgefäß, wie 
nachfolgend beschrieben angesetzt. 
 
Tab. 13: Reaktionsansätze für verwendete DNA Polymerasen. 
 TopTaq HotStarTaq HotStar HiFidelity 
DNA Polymerase (5U/µl) 0,5 µl 0,25 µl 1,0 – 2,0 µl 
5x Q-Solution 10,0 µl 10,0 µl 10,0 µl 
10x PCR Puffer 5,0 µl 5,0 µl --- 
5x HotStar HiFidelity PCR Puffer --- --- 10,0 µl 
dNTP Mix (10 mM) 0,5 µl 1,0 µl --- 
Primer-U 0,5 µl  0,5 µl 0,5 µl 
Primer-R 0,5 µl  0,5 µl 0,5 µl 
Template 1,0 µl 1,0 µl 1,0 µl 
ad 50 µl H2Odd    
 
Die PCR-Reaktion bestand aus drei Reaktionsschritten, der Denaturierung der DNA 
Doppelstränge, dem Anlagern der Primer (Annealing) an die Einzelstränge und der 
Neusynthese (Elongation des Doppelstrangs). Die Reaktionsschritte 2 bis 4 (Denaturierung, 
Annealing und Elongation) wurden während der PCR in 30 bis 40 Zyklen wiederholt. 
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PCR-Reaktion: 1. Initiale Denaturierung: 95°C 3-15 min 
 2. Denaturierung: 94°C 1 min 
 3. Annealing: 50°-60°C 30 sec-1 min 
 4. Elongation: 72°C x min 
 5. Finale Elongation 72°C 5-10 min 
 6. Pause 12°C  
 
Die Temperatur für das Annealing, ergab sich aus der Sequenz der verwendeten Primer und 
wurde näherungsweise über folgende Formel berechnet: 
Tm = [(G + C) x 4] + [(A + T) x 2] (in °C) 
Tm = Schmelztemperatur, A = Adenin, T = Thymin, G = Guanin, C = Cytosin 
Die Zeit für die Elongationsphase wurde in Abhängigkeit von der Länge des zu 
amplifizierenden DNA-Segments gewählt. Als Richtwert wurden ca. 1000 bp pro min 
angenommen. Die PCR-Produkte wurden zur Analyse, mittels Agarose-Gelelektrophorese 
aufgetrennt bzw. bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
 
2.2.2.8 Aufkoch-PCR 
Die Aufkoch-PCR diente zur Kontrolle auf positive bakterielle Kolonien. Zunächst wurde ein 
Bakterienlysat, der zu untersuchenden Kolonie hergestellt. Die Bakterien wurden in je 50 µl 
H2Odd mit Hilfe eines Holzzahnstochers in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß resuspendiert. 
Anschließend wurde die Bakteriensuspension bei 100°C für 4 min aufgekocht. Die 
aufgekochten Bakterien wurden bei 10000 rpm für 4 min abzentrifugiert. Vom Überstand 
wurden 5 µl als Template in der PCR eingesetzt. Für die Aufkoch-PCR wurde ein 50 µl 
Ansatz mit der Taq DNA Polymerase (Invitek) angesetzt. 
 
Reaktionsansatz: Taq DNA Polymerase 0,3 µl 
 10x NH4 Reaction Puffer 5,0 µl 
 50 mM MgCl2 Solution 1,5 µl 
 10 mM dNTP Mix 0,5 µl 
 Primer-U 0,3 µl 
 Primer-R 0,3 µl 
 Template DNA 5,0 µl 
 ad 50 µl H2Odd  
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Die PCR-Reaktion wurde wie unter 2.2.2.7 beschrieben durchgeführt. Im Anschluss wurden 
die PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert. 
 
2.2.2.9 Inverse-PCR 
Die Inverse-PCR wurde zum Deletieren eines Gens eingesetzt, das zuvor in ein Plasmid 
kloniert wurde. Für die PCR-Reaktion wurde eine DNA Polymerase mit einer 
Korrekturlesefunktion (proofreading) verwendet. Die Primer wurden so gewählt, dass das 
gewünschte Gen deletiert und gleichzeitig mittels einer Punktmutation eine XbaI (TCTAGA) 
Restriktionsschnittstelle eingebaut wurde. Anschließend wurde das DNA-Produkt der 
Inversen-PCR durch Religation in ein rekombinantes Plasmid überführt. 
 
Reaktionsansatz: KAPAHiFi DNA Polymerase (1 U/µl) 1 µl 
 5x KAPAHiFi Reaction Buffer 10 µl 
 10 mM KAPA dNTP Mix 1,5 µl 
 Primer-U 1,0 µl 
 Primer-R 1,0 µl 
 Plasmid DNA x µg 
 ad 50 µl H2Odd  
 
PCR-Reaktion: 1. Initiale Denaturierung: 95°C 2 min 
 2. Denaturierung: 98°C 20 sec 
 3. Annealing: 45°-60°C 30 sec 
 4. Elongation: 68°C x min 
 5. Finale Elongation: 68°C 5 min 
 6. Pause: 12°C  
Die Schritte 2 bis 4 wurden in 35 Zyklen wiederholt. 
 
2.2.2.10 Sequenzierungs-PCR 
Die Sequenzierung von DNA wurde mit dem „ABI BigDye Terminator v3.1 Cycle 





MATERIAL UND METHODEN 
Für die PCR-Reaktion wurden folgende DNA-Mengen eingesetzt: 
PCR-Produkte (100-200 bp) 1-3 ng 
PCR-Produkte (200-500 bp) 3-10 ng 
PCR-Produkte (500-1000 bp) 10-20 ng 
 
Reaktionsansatz: DNA x µl 
 Primer (10 pmol/µl) 0,5 µl 
 BigDye 3.1 1,0 µl 
 5x Puffer 1,5 µl 
 ad 10 µl H2Odd  
 
PCR-Reaktion: 1. Initiale Denaturierung: 96°C 2 min 
 2. Denaturierung: 96°C 10 sec 
 3. Annealing: 45°-60°C 10 sec 
 4. Elongation: 60°C 4 min 
 5. Pause 4°C  
Die Schritte 2 bis 4 wurden in 25 Zyklen wiederholt. 
Die DNA-Proben wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert. Die Aufreinigung der 
Proben mittels Gelfiltration und die anschließende Sequenzierung wurden durch das 
Sequenzierungslabor der Organisationseinheit ZBS1 am Robert Koch-Institut durchgeführt. 
Für die Auswertung der DNA Sequenzen wurde das Programm „BioEdit sequence alignment 
editor and analysis“, Version 7.0.9.0 verwendet. 
 
2.2.2.11 cDNA Synthese 
Das Umschreiben von RNA in cDNA erfolgte mit dem “SuperScript VILO cDNA Synthesis 
Kit” (Invitrogen). Die aus den Bakterien isolierte RNA wurde zuvor auf die gewünschte 
Konzentration mit H2Odd (DEPC) eingestellt. Die Reaktion wurde in einem 1,5 ml 
Reaktionsgefäß durchgeführt. Der Reaktionsansatz wurde vorsichtig gemischt und zunächst 
bei 25°C für 10 min inkubiert. Die eigentliche Synthese der cDNA erfolgte durch die 
SuperScript III Reverse Transkriptase bei 42°C für 2 h. Zum Beenden der Reaktion wurde der 
Ansatz hitzeinaktiviert (85°C, 5 min). Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -
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Reaktionsansatz: 5x VILO Reaction Mix 4 µl 
 10x SuperScript Enzym Mix 2 µl 
 RNA (max. 2,5 µg) x µl 
 ad 20 µl H2Odd (DEPC)  
 
 
2.2.2.12 Real-time PCR (qPCR) 
Für die Real-time PCR wurde das „EXPRESS SYBR GreenER qPCR Supermix Universal 
Kit“ (Invitrogen) verwendet. Als Template diente chromosomale DNA oder cDNA. Die 
Oligonukleotide wurden so gewählt, dass PCR-Produkte von 80 bis 250 bp amplifiziert 
wurden. Zur Detektion der amplifizierten doppelsträngigen DNA wurde der 
Fluoreszenzfarbstoff „Sybr Green“ verwendet. Die Fluoreszenz-Messung erfolgte durch das 
Gerät Mx3000P (Stratagene). Ebenso wurde die Anzahl der „Genkopien“ in Abhängigkeit 
einer Standardkurve durch die MxPro Software (Stratagene) berechnet. Für die Standardkurve 
wurden aus jeder Probe 10 µl entnommen und in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß gemischt. 
Dieses DNA-Gemisch (107) diente zur Herstellung einer Verdünnungsreihe von 107 bis 101. 
Hierzu wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß jeweils 90 µl H2Odd (DEPC) vorgelegt und 
anschließend jeweils 10 µl vom DNA-Gemisch zugegeben. Jede Probe wurde dreimal 
pipettiert. 
 
Reaktionsansatz: Express Sybr GreenER qPCR SuperMix Universal 10 µl 
 10 µM Primer-U (200 mM Endkonzentration) 0,4 µl 
 10 µM Primer-R (200 mM Endkonzentration) 0,4 µl 
 ROX Reference Dye (25 µM) 0,04 µl 
 DNA oder cDNA x µl 
 ad 20 µl H2Odd (DEPC)  
 
PCR-Reaktion: Segment 1: (1x) Denaturierung: 95°C 10 min 
     
 Segment 2: (40x) Denaturierung: 95°C 30 sec 
  Annealing: 55°C 30 sec 
  Elongation: 72°C 30 sec 
     
 Segment 3 (1x) Denaturierung: 95°C 1 min 
  Annealing: 55°C 30 sec 
  Denaturierung 95°C 30 sec 
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2.2.2.13 Horizontale Agarose-Gelelektrophorese 
Die horizontale Agarose-Gelelektrophorese diente zur Auftrennung von DNA-Fragmenten aus 
PCR und Restriktionsverdau. Es wurde ein 0,9 %-iges Agarosegel verwenden. Hierfür wurde 
die Agarose in TAE aufgekocht und anschließend auf eine Trägerplatte gegossen. Vor dem 
Gießvorgang wurde auf der Trägerplatte ein entsprechender Kunststoffkamm angebracht. 
Dadurch wurden im Agarosegel Taschen erzeugt, die zum Auftragen der Proben dienten. Die 
DNA-Proben wurden mit 10x Ladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Als 
Elektrophoresepuffer wurde 1x TAE verwendet. Die Gelelektrophorese wurde in einer 
Flachgelapparatur (Biorad) durchgeführt, die an eine Stromquelle angeschlossen wurde. 
Dabei wanderten die DNA-Fragmente in Richtung der Anode und wurden entsprechend ihrer 
Größe aufgetrennt. Zur Bestimmung der Größe der DNA-Fragmente diente eine „1 kb DNA 
Ladder“ (Fermentas) als Standard. Die Elektrophorese erfolgte bei 150 V für ca. 60 min. Für 
die Visualisierung der DNA wurde das Agarosegel für 15 bis 20 min in einer 
Ethidiumbromid-Lösung (50µg/ml) angefärbt. Die Auswertung erfolgte mittels UV-Licht. 
 
Agarosegel (0,9%) 
Agarose 4,5 g 
1x TAE 500 ml 
 
50x TAE (Tris-Acetat-EDTA), pH 8,0 
Tris 242,0 g 
Eisessig 57,1 ml 
0,5 M EDTA 100 ml 
ad 1l H2Odd  
 
10x Ladepuffer  
Bromphenolblau 0,107 g 
Xylencyanol 0,125 g 
Ficoll Typ 400 0,78 g 
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2.2.2.14 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel 
Für die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel wurde das „Wizard SV 
Gel and PCR Clean-Up System“ von Promega verwendet. Die DNA-Fragmente der 
gewünschten Größe wurden unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Agarosegel 
ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Es wurden 10 µl „Membrane 
Binding Solution“ pro 10 µg Gelstück hinzugefügt. Das Gemisch wurde bei 60°C so lange 
inkubiert, bis sich das Gel vollständig aufgelöst hatte. Zum Binden der DNA diente ein 
spezielles SV-Minisäulchen. Dabei wurde das Gemisch aus gelöstem Agarosegel und 
„Membrane Binding Solution“ auf das Säulchen aufgetragen und bei Raumtemperatur für 1 
min inkubiert. Anschließend wurde das Säulchen bei 16000 x g für 1 min zentrifugiert. Der 
Durchfluss wurde verworfen und das Säulchen wurde mit 700 µl „Membrane Wash Solution“ 
gewaschen (16000 x g, 1 min). Der Durchfluss wurde erneut verworfen und es folgte ein 
zweiter Waschschritt mit 500 µl „Membrane Wash Solution“ (16000 x g, 1 min). Zum 
Trocknen wurde das Säulchen bei 16000 x g für 5 min zentrifugiert. Um die DNA zu eluieren, 
wurde das Säulchen auf einem sauberen 1,5 ml Reaktionsgefäß platziert, mit 50 µl H2Odd 
beladen und bei Raumtemperatur für 5 min inkubiert. Das Eluieren der DNA erfolgte bei 
16000 x g für 1 min. Die Probe wurde bei -20°C gelagert. 
 
2.2.2.15 DNA-Fällung 
Die DNA-Probe wurde mit 1/10 Volumen 3 M NaAc (pH 4,8) und 3 Volumen eiskaltem 100 
%-igem EtOH versetzt. Die DNA-Fällung erfolgte bei -20°C für mind. 1 h. Anschließend 
wurde die Probe bei 14000 rpm für 10 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Der 
Überstand wurde vorsichtig abgenommen und das trockene Pellet wurde in 10 bis 20 µl H2Odd 
resuspendiert. Die DNA wurde bei -20°C gelagert. 
 
2.2.2.16 Aufreinigung von DNA aus PCR und Restriktionssverdau 
Das „MSB Spin PCRapace Kit“ von Invitek wurde verwendet um DNA-Fragmente aus 
enzymatischen Reaktionen, wie PCR und Restriktionsverdau, aufzureinigen. Es wurden 50 µl 
PCR- bzw. Restriktionsansatz mit 250 µl „Binding“ Puffer durch vortexen gemischt. Zum 
Binden der DNA-Fragmente wurde ein Säulchen mit dem Gemisch beladen und bei 12000 
rpm für 3 min zentrifugiert. Um Rückstände von Ethanol zu entfernen wurde die Probe ein 
weiteres Mal zentrifugiert (12000 rpm, 2 min). Zum Eluieren der DNA wurde das Säulchen 
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auf ein sauberes 1,5 ml Reaktionsgefäß platziert und mit 25 µl H2Odd beladen. Die Probe 
wurde bei Raumtemperatur für 5 min inkubiert und anschließend bei 10000 rpm für 1 min 
zentrifugiert. Die DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
 
2.2.2.17 DNA-Restriktion 
Der Verdau von doppelsträngiger DNA erfolgte durch Restriktionsendonukleasen (New 
England Biolabs). Für die Restriktion von Plasmid DNA wurde der Reaktionsansatz 4 bis 6 h 
bei 37°C im Heizblock inkubiert. Anschließend wurden die Enzyme bei 65°C für 15 min 
inaktiviert.  
 
Reaktionsansatz: DNA x µg 
 10x NEB Puffer 5 µl 
 Enzym 1 µl 
 ad 50 µl H2Odd  
 
 
2.2.2.18 Ligation eines Inserts in einen Vektor 
Für die direkte Klonierung von PCR-Produkten wurde das „pGEM-T Easy Vector System“ 
von Promega benutzt. Durch die Taq DNA Polymerase wurde während der PCR-Reaktion ein 
unspezifischer 3’-dA-Überhang angefügt. Dieser Überhang wurde für die Klonierung der 
DNA-Fragmente in den pGEM-T Easy Vektor genutzt. Der Vektor selbst enthielt in der 
„Multiple Cloning Site“ (MCS) einen dT-Überhang. Die Ligation erfolgte durch eine T4 DNA 
Ligase. Es wurde ein Reaktionsvolumen von 20 µl verwendet. Die Ligation erfolgte bei 4°C 
für 24 h im Kühlschrank. 
 
Reaktionsansatz: 2x Rapid Ligation Puffer 10 µl 
 pGEM-T Easy Vektor 1 µg 
 DNA-Insert 3 µg 
 T4 DNA Ligase 2 µl 
 ad 20 µl H2Odd  
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Die Ligation von DNA-Restriktionsfragmenten in einen Vektor erfolgte ebenfalls mittels einer 
T4 DNA Ligase (New England Biolabs). Durch die Restriktion mit den gleichen 
Endonukleasen wurden zuvor beim DNA-Insert und Vektor einzelsträngige Überhänge (sticky 
ends) erzeugt. Das Reaktionsvolumen betrug 40 µl. Die Ligation erfolgte bei 4°C für 24 h im 
Kühlschrank. 
 
Reaktionsansatz: 10x T4 DNA Ligase Puffer 4 µl 
 Vektor 1 µg 
 DNA-Insert 3 µg 
 T4 DNA Ligase 2 µl 
 ad 40 µl H2Odd  
 
Die Ligation von DNA-Fragmenten in einen Vektor erfolgte alternativ auch mit dem „Rapid 
DNA Ligation Kit“ (Fermentas). Es wurde ein Reaktionsvolumen von 40 µl eingesetzt. Die 
Ligation erfolgte bei Raumtemperatur für 1 h. 
 
Reaktionsansatz: 5x Rapid Ligation Puffer 8 µl 
 Vektor 1 µg 
 DNA-Insert 3 µg 
 T4 DNA Ligase  2 µl 
 ad 40 µl H2Odd  
 
Für eine Ligation wurden Vektor und Insert stets in einem Verhältnis von 1:3 eingesetzt. 
Anschließend wurde das Enzym bei 65°C für 20 min inaktiviert. Die Proben wurden bis zur 
weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert. 
 
2.2.2.19 Religation 
Die Religation diente zur Erzeugung von rekombinanten Plasmiden, die zuvor über eine 
Inverse-PCR amplifiziert wurden. Dabei wurden doppelsträngige DNA-Fragmente mit 
stumpfen Enden verwendet. Die Religation erfolgte mittels T4 DNA Ligase (New England 
Biolabs) Für die Reaktion wurden die Proben bei 4°C für ca. 24 h inkubiert. Anschließend 
wurde die Ligase bei 65°C für 20 min inaktiviert. 
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Reaktionsansatz: DNA x µg 
 10x T4 DNA Ligase Puffer 10 µl 
 T4 DNA Ligase 5 µl 
 ad 100 µl H2Odd  
 
 
2.2.2.20 Generierung einer Deletionsmutante bei L. pneumophila 
Die Generierung einer Deletionsmutante bei L. pneumophila Corby erfolgte in mehreren 
Schritten. Zunächst wurde das Gen, das deletiert werden sollte und die flankierenden 
Sequenzen (ca. 1000 bp), mit einem spezifischen Primerpaar Primer-U und Primer-R 
amplifiziert. Für diese PCR wurde eine Taq DNA Polymerase verwendet, die PCR-Produkte 
mit 3‘-dA-Überhängen generiert. Als Template diente chromosomale DNA. Das PCR-Produkt 
wurde aufgereinigt, in den Vektor pGEM-T Easy (Promega) ligiert und anschließend durch 
Elektroporation in E. coli DH5α transformiert. Das aus den Bakterien isolierte rekombinante 
Plasmid diente als Template für eine Inverse-PCR. Für die Inverse-PCR wurden das 
Primerpaar Primer-MU und Primer-MRxba so gewählt, dass durch die PCR das gewünschte 
Gen deletiert wurde und gleichzeitig durch einen der Primerpaare in der Sequenz, mittels 
Punktmutation eine XbaI Restriktionsschnittstelle (TCTAGA) eingebaut wurde. Für diese 
PCR-Reaktion wurde eine DNA Polymerase verwendet, die PCR-Produkte mit glatten Enden 
generiert. Durch Religation wurde das PCR-Produkt in ein rekombinantes Plasmid überführt. 
Das Plasmid wurde in E. coli DH5α elektroporiert. Das aus den Bakterien isolierte Plasmid 
wurde mit der Restriktionsendonuklease XbaI linearisiert und die KmR-Kassette wurde 
ebenfalls mit XbaI geschnitten. Anschließend wurden beide Elemente zu einem neuen 
rekombinanten Plasmid ligiert und in E. coli DH5α vermehrt. Das Plasmid diente in der PCR 
als Template, um das Endkonstrukt, bestehend aus der Antibiotikaresistenkassette und den 
flankierenden genomischen Sequenzen, zu amplifizieren (Primer-U und Primer-R). Für die 
Generierung der Deletionsmutanten wurden folgende Plasmide bzw. Endkonstrukte 
verwendet: pML16 für ∆pilT, pML19 für ∆lpc1884, pML25a für ∆lpc1833, pML28 für 
∆lpc2123 und pML58 für ∆lvrR. Zum Einbau einer KmR-Kassette innerhalb von LpcGI-2, 
zwischen die Gene lpc1856 und lpc1857 diente pML22b. Das PCR-Konstrukt wurde durch 
natürliche Transformation in Lp Corby transformiert. Über den Mechanismus der homologen 
Rekombination wurde das gewünschte Gen, durch den Einbau der 
Antibiotikaresistenzkassette deletiert. Die Selektion der Transformanten erfolgte auf BCYE 
Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum. 
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2.2.3 Transformation von Bakterien 
 
2.2.3.1 Herstellung von elektrokompetenten E. coli 
Für die Herstellung von elektrokompetenten Bakterien wurden 50 ml LB-Flüssigmedium mit 
1 ml E. coli Übernachtkultur angeimpft. Die Bakterien wurden bei 37°C im Schüttler bis zu 
einer OD600 von 0,8 bis 1,0 kultiviert. Anschließend wurde die Kultur in ein 50 ml Röhrchen 
überführt und bei 4°C bei 4000 rpm für 15 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde restlos 
abgenommen und das Pellet wurde dreimal mit je 50 ml eiskaltem 10 %-igem Glycerin 
gewaschen. Alle Waschschritte erfolgten auf Eis und die Bakterien wurden jeweils bei 4°C bei 
4000 rpm für 10 min pelletiert. Im Anschluss wurden die Bakterien in 500 µl eiskaltem 10 %-
igem Glycerin resuspendiert und in 80 µl Aliquots in sterile 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt. 
Die elektrokompetenten E. coli Bakterien wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C 
gelagert. 
 
2.2.3.2 Herstellung von elektrokompetenten L. pneumophila 
Die Herstellung von elektrokompetenten L. pneumophila Bakterien erfolgte ähnlich wie bei E. 
coli. Die Legionellen wurden auf BCYE Agarplatten bei 37°C für 2 Tage kultiviert. 
Anschließend wurden die Bakterien mit 5 ml eiskaltem 10 %-igem Glycerin abgeschwemmt, 
in ein 50 ml Röhrchen überführt und mit der Glycerinlösung auf 50 ml aufgefüllt. Die 
Bakterien wurden bei 4°C bei 4000 rpm für 15 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Pellet wurde zweimal mit je 50 ml eiskaltem 10 %-igem Glycerin 
gewaschen (4°C, 4000 rpm, 10 min). Nach dem letzten Waschschritt wurde das Pellet in 500 
µl eiskaltem 10 %-igem Glycerin resuspendiert. Aliquots von je 80 µl wurden in sterile 1,5 ml 
Reaktionsgefäße überführt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 
 
2.2.3.3 Transformation durch Elektroporation 
Die Transformation von Plasmid DNA in Bakterien erfolgte mittels Elektroporation. Ein 80 µl 
Aliquot der elektrokompetenten Bakterien wurde mit 1-5 µl Plasmid DNA versetzt und für 5 
min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien in eine gekühlte 
Elektroporationsküvette überführt und elektroporiert. Die Elektroporation von E. coli erfolgte 
bei 1,7 kV, 100Ω und 25 µF. Die Legionellen wurden bei 2,7 kV, 100Ω und 25 µF 
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transformiert. Nach dem Elektroporieren wurden die Bakterien sofort in vorgewärmtes 
Flüssigmedium überführt und bei 37°C für 1 h (E. coli) bzw. 6 h (Legionella) inkubiert. 
Danach wurden die Bakterien auf den entsprechenden Agarplatten ausplattiert und bei 37°C 
kultiviert. Zur Selektion der positiven Kolonien dienten Agarplatten mit entsprechendem 
Zusatz an Antibiotika. 
 
2.2.3.4 Natürliche Transformation von L. pneumophila Corby 
Der Mechanismus der natürlichen Transformation wurde bei L. pneumophila Corby zur 
Generierung der Deletionsmutanten eingesetzt. Die Bakterien wurden zunächst in 3 ml YEB-
Medium bei 30°C unter Schütteln bis zu einer OD600~1,0 kultiviert. Anschließend wurden 2 
ml der Flüssigkultur in ein steriles Greinerröhrchen überführt und die aufgereinigte DNA aus 
10 x 50 µl PCR-Reaktionsansätzen wurde hinzu pipettiert. Für die natürliche Transformation 
wurden die Bakterien bei 30°C für 3 Tage im Brutschrank inkubiert. Die Transformanten 
wurden auf Km-BCYE-Agarplatten ausplattiert und bei 37°C für 3 bis 4 Tage kultiviert.  
 
2.2.3.5 Konjugation 
Die Transformation der genomischen Inseln von L. pneumophila Corby in andere Legionella 
Stämme erfolgte mittels Konjugation. Als Donor wurde L. pneumophila Corby verwendet und 
als Rezipient fungierten L. pneumophila Philadelphia I JR32 bzw. L. oakridgensis ATCC 
33761. Der Rezipient wurde in 30 ml YEB Medium, bis zum Erreichen der stationären Phase 
(OD600~2,0) bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Der Donor wurde „rollend“ in 10 ml YEB 
Medium bei 37°C bis zu einer OD600~1,0 kultiviert. Vom Donor wurde 1 ml und vom 
Rezipienten wurden 2 ml, jeweils in ein 1,5 bzw. 2 ml Reaktionsgefäß überführt und bei 4000 
rpm für 5 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig entfernt. Zunächst wurde das 
Pellet des Rezipienten in 500 µl H2Odd resuspendiert und anschließend wurde das 
Bakteriengemisch auf das Pellet des Donors gegeben. Donor und Rezipient wurden durch 
vorsichtiges auf- und abpipettieren gemischt und auf eine BCYE Agarplatte getropft. Die 
Konjugation wurde jeweils mit und ohne DNase I (1 µg/µl), bei 30°C für 24 h durchgeführt. 
Am nächsten Tag wurden die Bakterien mit 1 ml H2Odd von der Agarplatte abgeschwemmt 
und in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Die Bakterien wurden in H2Odd 1:10 bis 
1:1000 verdünnt und zur Selektion der Transkonjuganten auf BCYE-Agarplatten mit 
entsprechenden Antibiotika ausplattiert. Zur Bestimmung der Zellzahl des Donors, wurden die 
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Stämme jeweils in einer Verdünnung von 10-4 bis 10-6 auf BCYE Agarplatten mit Kanamycin 
ausplattiert. Die Bakterien wurden bei 37°C für 4 Tage im Brutschrank kultiviert. Die 




2.2.4 In vivo Experimente 
 
2.2.4.1 Coinfektion (72 h) von A. castellanii mit L. pneumophila 
Aus einer einwöchigen Acanthamoeba Kultur wurden 1 ml entnommen und in eine neue 
Kulturflasche mit 9 ml frischen PYG Medium überführt. Die Kultur wurde bei 
Raumtemperatur für 3 Tage kultiviert. Anschließend wurden die Amöben durch Klopfen 
abgelöst, in ein 50 ml Falconröhrchen überführt und mit Infektionspuffer auf 40 ml aufgefüllt. 
Von der Amöbensuspension wurden 100 µl entnommen und in einem Hämacytometer 
ausgezählt. Das 50 ml Röhrchen wurde bei 800 rpm für 10 min bei Raumtemperatur 
abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und die Amöben wurden in 
Infektionspuffer so resuspendiert, dass sie in einer Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml 
vorlagen. In eine 24-Well Platte wurden pro Stamm und pro Zeitpunkt (2 h, 24 h, 48 h, 72 h) 
zwei Wells mit je 1 ml Amöbensuspension gefüllt. Zum Adhärieren der Amöben wurde die 
Platte bei 37°C, mit 5 % CO2 für min. 2 h inkubiert. Die Legionellen wurden auf BCYE-
Agarplatten bei 37°C für 3 Tage kultiviert. Für die Infektion wurden die Bakterien in 
Infektionspuffer auf eine OD600=1 (ca. 1 x 109 Zellen/ml) eingestellt und bis 10-4 verdünnt. 
Der Puffer wurde von den Amöben abgezogen und auf die adhärierten Zellen wurde je 1 ml 
Bakteriensuspension gegeben. Die Infektion erfolgte bei 37°C, mit 5 % CO2, für 2 h. Um den 
0 h-Wert zu erhalten, wurden die Bakterien in einer Verdünnung von 10-5 auf BCYE-
Agarplatten ausplattiert. Nach 2 h Infektion wurde die Bakteriensuspension vorsichtig 
abgenommen und pro Well wurden je 1 ml Infektionspuffer zugegeben. Der 2 h-Wert wurde 
abgenommen und auf BCYE-Agarplatten ausplattiert. Die Coinfektion wurde weiter bei 
37°C, mit 5 % CO2 inkubiert und nach jedem Zeitpunkt (24 h, 48 h, 72 h) auf BCYE-
Agarplatten ausplattiert. Abhängig von der Dichte der Bakterien wurden von den späteren 
Zeitpunkten unterschiedliche Verdünnungen ausplattiert. Die Agarplatten wurden bei 37°C für 
3 Tage im Brutschrank inkubiert. 
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Infektionspuffer  
NaCitrat 1 g 
0,4 M MgSO4 x7H2O 10 ml 
0,25 M Na2HPO4 x7H2O 10 ml 
0,25 M KH2PO4 10 ml 
0,05 M CaCl2 x2H2O 8 ml 
ad 990 ml H2Odd  
Lösung autoklavieren, dann Zugabe von  
0,005 M Fe(NH4)2(SO4)2 x 2H2O 10 ml 
 
 
2.2.4.2 Coinfektion (21 d) von A. castellanii mit L. pneumophila 
Für den Replikationsversuch wurde eine einwöchige Acanthamoeba Kultur 1:10 in PYG-
Medium verdünnt und bei Raumtemperatur kultiviert. Nach drei Tagen wurden die Amöben 
durch Klopfen von Boden der Flasche gelöst, in ein 50 ml Falconröhrchen überführt und mit 
Infektionspuffer auf ein Volumen von 40 ml aufgefüllt. Die Zellzahl wurde mit Hilfe eines 
Hämacytometers bestimmt. Die Amöben wurden bei 800 rpm für 10 min pelettiert, der 
Überstand wurde abgenommen und die Amöben wurden mit Infektionspuffer auf eine 
Konzentration von 105 Zellen pro ml verdünnt. Anschließend wurden in eine 24-Well Platte 
pro Stamm je 1 ml Amöbensuspension gegeben. Zum Adhärieren der Zellen, wurde die Platte 
bei 37°C, mit 5 % CO2 für 2 h inkubiert. Die Bakterien wurden auf BCYE Agarplatten bei 
37°C für 3 Tage kultiviert. Die Legionella Stämme wurden mit Infektionspuffer auf eine 
OD600=1 (ca. 1 x 109 Zellen/ml) eingestellt und dann bis 10-6 (MOI=0,01) im gleichen Puffer 
verdünnt. Von den adhärierten Amöben wurde der Infektionspuffer abgenommen und durch 1 
ml der Bakteriensuspension ersetzt. Um den 0 h Wert zu erhalten, wurden die Bakterien in 
einer Verdünnung von 10-5 auf BCYE- und Km-BCYE-Agarplatten ausplattiert. Für die 
Replikation wurde die 24-Well Platte bei 37°C, mit 5 % CO2 inkubiert. Nach 3 Tagen wurden 
100 µl aus der Infektion entnommen und in Infektionspuffer bis 10-3 verdünnt. Zur 
Bestimmung der Zellzahl, wurden die Bakterien auf BCYE- und Km-BCYE-Agarplatten 
ausplattiert (37°C, 4 Tage). Die 24-Well Platte mit der Infektion wurde bei 37°C, mit 5% CO2 
für weitere 4 Tage inkubiert. Am Tag 7 wurde eine neue 24-Well Platte mit einer frischen 
Amöbenkultur vorbereitet (s. o.). Die einzelnen Wells der eine Woche alten Infektion wurden 
mit Infektionsmedium bis 10-3 verdünnt. Anschließend wurde je 1 ml des Bakteriengemisches 
zu den frischen Amöben gegeben und die Platte wurde bei 37°C, mit 5 % CO2 inkubiert. Für 
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Tag 10 und die dritte und vierte Woche, wurde das Experiment wie in der ersten bzw. zweiten 
Woche durchgeführt. 
 
2.2.4.3 L. pneumophila „Competition“ in A. castellanii 
Eine einwöchige Acanthamoeba Kultur wurde 1:10 in PYG-Medium verdünnt und bei 
Raumtemperatur für drei Tage in einer Zellkulturflasche kultiviert. Die Amöben wurden durch 
Klopfen von Boden der Flasche gelöst, in ein 50 ml Falconröhrchen überführt und mit 
Infektionspuffer auf ein Volumen von 40 ml aufgefüllt. Die Zellzahl wurde mit Hilfe eines 
Hämacytometers bestimmt. Die Amöben wurden bei 800 rpm für 10 min pelettiert. Der 
Überstand wurde abgenommen und die Amöben wurden mit Infektionspuffer auf eine 
Konzentration von 105 Zellen pro ml verdünnt. In eine 24-Well Platte wurden pro Stamm je 1 
ml Amöbensuspension gegeben. Zum Adhärieren der Zellen, wurde die Platte bei 37°C, mit 5 
% CO2 für 2 h inkubiert. Die Bakterien wurden auf BCYE-Agarplatten bei 37°C für 3 Tage 
kultiviert. Mit Infektionspuffer wurden die Legionella Stämme auf eine OD600=1 eingestellt, 
was einer Zellzahl von ca. 1 x 109 entsprach. Der Legionella Wildtypstamm und eine Mutante 
wurden 1:1 gemischt und dann bis 10-6 (MOI=0,01) in Infektionspuffer verdünnt. Der 
Infektionspuffer wurde von den Amöben abgezogen und durch 1 ml der Bakteriensuspension 
ersetzt. Um den 0 h Wert zu erhalten, wurden die Bakterien in einer Verdünnung von 10-5 auf 
BCYE- und Km-BCYE-Agarplatten ausplattiert. Für die „Competition“ wurde die 24-Well 
Platte bei 37°C, mit 5 % CO2 inkubiert. Nach 3 Tagen wurden 100 µl aus der „Competition“ 
entnommen und in Infektionspuffer bis 10-3 verdünnt. Zur Bestimmung der Zellzahl, wurden 
die Bakterien auf BCYE- und Km-BCYE-Agarplatten ausplattiert (37°C, 4 Tage). Die 24-
Well Platte mit der Competition wurde im Brutschrank für weitere 4 Tage inkubiert. Am Tag 7 
wurde eine neue 24-Well Platte mit einer frischen Amöbenkultur vorbereitet (s. o.). Die 
einzelnen Wells der Competition (erste Woche) wurden mit Infektionsmedium bis 10-3 
verdünnt. Anschließend wurde je 1 ml des Bakteriengemisches zu den frischen Amöben 
gegeben und die Platte wurde bei 37°C, mit 5 % CO2 inkubiert. Für Tag 10 und die dritte und 
vierte Woche, wurde die Competition wie in der ersten bzw. zweiten Woche durchgeführt. Die 
Inkubation auf den Agarplatten ohne Antibiotikum lieferte die Anzahl der Kolonien von 
Mutante und Wildtyp. Durch die Inkubation auf BCYE-Agarplatten mit Kanamycin konnten 
die CFU-Werte der Mutante bestimmt werden. Die CFU-Werte des „Wildtyps“ ergaben sich 
aus der Subtraktion der CFU-Werte der BCYE Agarplatten mit Kanamycin, von den CFU-
Werten der BCYE Agarplatten ohne Kanamycin. 
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2.2.4.4 Coinfektion von A. castellanii mit L. pneumophila zur Isolierung 
chromosomaler DNA 
Für die Infektion wurde aus einer drei Tage alten Acanthamoeba Vorkultur eine Hauptkultur 
angesetzt. Die Amöben wurden in einem Verhältnis von 1:10 in einem 50 ml Gesamtvolumen 
in drei großen Zellkulturflaschen überführt. Als Nährmedium diente PYG. Die Amöben 
wurden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei Tagen wurde das Wachstumsmedium 
vollständig entfernt und die Zellen wurden zweimal mit je 10 ml Infektionspuffer gewaschen. 
Für die Adhäsion der Zellen wurden die Amöben mit 50 ml Infektionspuffer bedeckt und bei 
37°C, mit 5 % CO2 für 2 h inkubiert. Die Zellzahl entsprach ca. 2 x 105 Zellen/ml und 107 
Zellen/Flasche. Die Legionella Stämme wurden auf BCEY Agarplatten bei 37°C für 3 Tage 
im Brutschrank inkubiert. Für die Infektion wurden die Bakterien in Infektionspuffer 
resuspendiert und auf eine OD600=1 eingestellt. Anschließend wurde in jede Amöben-Flasche 
1 ml Lp-Suspension gegeben. Dies entsprach einer MOI=100 bzw. 109 Bakterien/ml. Die 
Infektion erfolgte bei 37°C, mit 5 % CO2. Nach exakt 2 h wurde die Suspension vollständig 
entfernt, die Zellen wurden zweimal mit je 10 ml Infektionspuffer gewaschen und dann mit 50 
ml Puffer bedeckt. Die weitere Replikation der Legionellen in den Amöben erfolgte bei 37°C, 
mit 5 % CO2 für 20 h. Am nächsten Tag wurden die inzwischen abgekugelten Amöben in 50 
ml Falconröhrchen überführt. Zum Lysieren wurden die Amöben bei -80°C für 2 h 
eingefroren und danach im 37°C Wasserbad aufgetaut. Zunächst wurde die Legionella-
Acanthamoeba Suspension bei 4°C, für 15 min bei 600 g zentrifugiert. Dadurch wurden 
überwiegend die lysierten Amöben pelettiert. Der Überstand wurde in neue 50 ml 
Falconröhrchen überführt und bei 4°C, für 15 min bei 3360 g abzentrifugiert. Das Pelett 
wurde anschließend dreimal mit H2Odd gewaschen (4°C, 15 min, 3360 g) und in 200 µl H2Odd 
resuspendiert. Die chromosomale DNA wurde aus den bakteriellen Zellen mit dem 
„GenerationTM Capture Column Kit“ isoliert (siehe Methoden, 2.2.2.1). 
 
2.2.4.5 Coinfektion von U-937 Zellen mit Legionella 
Die Kultivierung von U-937 Zellen erfolgte in RPMI mit 10 % FCS bei 37°C und 5 % CO2. 
Für die Coinfektion wurden zunächst die U-937 Zellen in Makrophagen transformiert. Hierfür 
wurden die Zellen (je 25 ml) aus einer großen bewachsenen Flasche auf drei große Flaschen 
geteilt und mit RPMI + 10 % FCS auf 100 ml aufgefüllt. Für die Zelltransformation wurden 
in jede Flasche 5 µl PMA (Sigma P8139, Stock 1 mg/ml) in einer Konzentration von 1:20000 
zugegeben und bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Nach 2  Tagen wurde der Überstand von den 
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Transformierten Zellen vollständig entfernt und die Zellen wurden einmal kurz mit 10 ml 0,2 
% EDTA in 1x PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit je 10 ml RPMI + 10 % 
FCS abgespült und in einem 50 ml Röhrchen zusammengefasst. Die Zellsuspension wurde im 
Röhrchen bei Bedarf auf 50 ml mit RPMI + 10 % FCS aufgefüllt und zum Mischen vorsichtig 
invertiert. Für die Bestimmung der Zellzahl wurden 100 µl Zellsuspension mit 100 µl 
Trypanblau gemischt und auf ein Hämacytometer gegeben. Währenddessen wurden die Zellen 
bei 800 rpm für 10 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet wurde 
in RPMI + 10 % FCS so resuspendiert, dass die Zellen in einer Konzentration von 1 x 106 
Zellen/ml vorlagen. In eine 24-Well Platte wurden pro Stamm, für jeden Zeitpunkt (2 h, 24 h, 
48 h, 72 h) zwei Wells mit je 1 ml Zellsuspension befüllt. Zur Adhäsion der Zellen, wurde die 
Platte bei 37 °C, 5 % CO2 für 2 h inkubiert. Die Bakterien wurden auf BCYE Agarplatten für 
2 Tage bei 37°C kultiviert. Für die Coinfektion wurden die Bakterien in PBS auf eine OD600 = 
1 (ca. 1 x 109 Zellen/ml) eingestellt und anschließend in RPMI bis 10-4 verdünnt. Der 
Überstand wurde von den Zellen abgenommen und durch je 1 ml der verdünnten 
Bakteriensuspension ersetzt. Die Infektion erfolgte bei 37°C, 5 % CO2 für exakt 2 h. Um den 
0 h Wert zu erhalten, wurde von den Bakterien eine 10-5 Verdünnung auf BCYE Agarplatten 
ausplattiert. Nach 2 h Infektion wurde der Überstand mit den Bakterien abgenommen und die 
Zellen wurden dreimal mit RPMI gewaschen. Anschließend wurde pro Well je 1 ml RPMI + 
10 % FCS zugegeben. Beim 2 h Wert wurden die Zellen mit 10 µl 10 % Saponin (Sigma 
S4521) für ca. 5 min bei Raumtemperatur lysiert. Die so behandelten Zellen wurden durch 
mehrfaches Pipettieren abgelöst, in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und mit Hilfe des 
„Spiralplaters“ auf BCYE Agarplatten ausplattiert. Die Bakterien wurden bei 37°C für 3 bis 4 
Tage kultiviert. Für die späteren Zeitpunkte (24 h, 48 h, 72 h) wurde die 24-Well Platte bei 
37°C, mit 5 % CO2 inkubiert. Die entsprechenden Proben wurden wie der 2 h Wert 
genommen. In Abhängigkeit der Replikation der Bakterien in den Makrophagen, wurden 
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2.2.5 In Silico Analyse 
Für das „Öffnen“ von sequenzierten Genomen wurde das Programm „Artemis“ (Release 12, 
1. Standard, Copyright 1998-2010, The Welcome Trust Sanger Institute, Pathogen Sequencing 
Unit) verwendet. Die Genomsequenzen wurden mit Hilfe des Programms Artemis visualisiert 
und die Sequenz der gewünschten Gens wurde im FASTA-Format als Nukleotid- bzw. 
Proteinsequenz angezeigt. Die Accession-Nummern der Legionella Genome sind in Tabelle 
30 (siehe Anhang) aufgelistet. Der Vergleich von Genen auf DNA- bzw. Proteinebene erfolgte 
über NCBI-BLAST. Die molekularbiologische Datenbank des National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) wurde über folgende Internetadresse, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ aufgerufen. Zum Vergleich von drei und mehr DNA- oder 
Proteinsequenzen diente ClustalW2. Die Funktion wurde über die Internetseite des European 























3.1 Funktion und Regulation von Trb-1 bei L. pneumophila Corby 
 
3.1.1 Die Funktion der Integrase bei der Bildung der episomalen Form 
von Trb-1 
Die genomische Insel Trb-1 codiert für ein Konjugations-/Typ IVA Sekretionssystem. Trb-1 
umfasst 42.710 bp und ist im Genom von Lp Corby innerhalb des Gens trnP (lpc2778) 
integriert, welches für die tRNAPro codiert (Abb. 9A und B). Neben der chromosomalen Form, 
kann das mobile Element auch in einer episomalen zirkulären Form (Abb. 9B) existieren 
(Glöckner et al., 2008).  
Um die Funktion, der auf Trb-1 codierten Integrase (lpc2818, int-1) bei der Bildung der 
episomalen zirkulären Form der genomischen Insel zu untersuchen, wurde eine 
Deletionsmutante generiert (lpc2818::KmR). Eine erste Integrase Mutante (∆int-1) wurde 
bereits während einer zuvor angefertigten wissenschaftlichen Arbeit generiert und mittels 
PCR charakterisiert (Lautner, 2008). Zu Beginn dieser Arbeit wurde die Mutante mittels PCR 
(35 Zyklen) mit dem Primerpaar Int-Uin und Int-Rin kontrolliert. Die Oligonukleotide wurden 
so gewählt, dass nur beim wildtypischen Stamm ein PCR-Produkt amplifiziert werden sollte. 
Trotz der nachweislich eingebauten KmR-Kassette, wurde auch bei der Integrase Mutante das 
„wildtypische“ Gen (int-1) amplifiziert. Um in weiteren Versuchen falsche Ergebnisse 
auszuschließen wurde eine neue Integrase Mutante generiert. Für die Herstellung der Mutante 
wurde das DNA-Konstrukt vom rekombinanten Plasmid pML12 amplifiziert (siehe Material 
2.1.4) und in Lp Corby transformiert (Lautner, 2008). Die natürliche Transformation erfolgte 
wie unter 2.2.3.4 (Methoden) beschrieben. Für die Selektion der Transformanten dienten 
BCYE Agarplatten mit Kanamycin. Die Transformanten wurden über PCR mit Hilfe 
spezifischer Primer sowohl auf das Vorhandensein der KmR-Kassette, als auch auf eine 







Abb. 9: (A) Organisation der genomischen Insel Trb-1 bei L. pneumophila Corby. (B) Mechanismus bei 
der Bildung der zirkulären episomalen Form von Trb-1. Nach der Exzision bleibt im Genom das intakte 
tRNAPro Gen zurück. Die Zahlen 1 bis 4 geben die Orientierung und die Bindungsstellen der Primer 
1=trb-1, 2=trb-2, 3=trb-3 und 4=trb-4 an. (C) Charakterisierung der Integrase Mutante Lp Corby ∆int-1 
erfolgte mittels PCR. Die episomale Form von Trb-1, war mit dem Primerpaar 2/3 nur beim WT (Spur 2), 
aber nicht bei ∆int-1 (Spur 1) nachweisbar. Auch das Intakte tRNAPro Gen (lpc2778) konnte mit der 
Primerkombination 1/4 nur beim WT (Spur 4), aber nicht bei der Integrase Mutante (Spur 3) detektiert 
werden. Die chromosomale Form von Trb-1 war mit den Primerpaaren 1/2 und 3/4 sowohl beim WT 
(Spur 6 und 8), als auch bei der Mutante (Spur 5 und 7) vorhanden. Die episomale Form der genomischen 
Insel Trb-2 war mit dem Primerpaar 6/7 (trb-6/trb-7) bei ∆int-1 (Spur 9)und beim WT (Spur 10) 
nachweisbar. Als Template diente chromosomale DNA (100 ng/µl). Die PCR-Produkte wurden in 35 
Zyklen amplifiziert. (Glöckner et al., 2008; modifiziert [A, B]) 
 
 
Die Charakterisierung von Lp Corby ∆int-1 (Klon 13) erfolgte durch PCR (35 Zyklen) und 
Agarose-Gelelektrophorese. Als Template diente chromosomale DNA (100 ng/µl). Zur 
Kontrolle der zirkulären episomalen Form von Trb-1 wurde das Primerpaar trb-2/trb-3 
verwendet (Abb. 9B). Die PCR lieferte ein Produkt von ca. 750 bp. Im Vergleich zum 
wildtypischen Stamm Lp Corby (Abb. 9C, Spur 2), konnte bei der Integrase Mutante über 
PCR die episomale Form von Trb-1 nicht nachgewiesen werden (Abb. 9C, Spur 1). Zusätzlich 
erfolgte auch ein indirekter Nachweis der episomalen Form über die Kombination der Primer 
trb-1/trb-4. In diesem Fall wurde nur bei einer Exzision von Trb-1 das intakte tRNAPro Gen 
amplifiziert (Abb. 9B). Bei Lp Corby konnte das intakte tRNA Gen detektiert werden (Abb. 
9C, Spur 4), da hier die genomische Insel sowohl in der episomalen, als auch in der 
chromosomalen Form existieren kann. Das amplifizierte DNA-Fragment entsprach der 
erwarteten Größe von ca. 1200 bp. Interessanterweise wurde bei der zirkulären Form, im 
Vergleich zum intakten tRNAPro Gen, deutlich mehr PCR-Produkt amplifiziert (Abb. 9C, 
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vergl. Spur 2 und 4). Bei ∆int-1 konnte kein intaktes tRNAPro Gen amplifiziert werden (Abb. 
9C, Spur 3). Dies legt die Vermutung nahe, dass bei der Integrase Mutante Trb-1 fast 
ausschließlich als chromosomale Form vorliegt. Durch die Primerkombinationen trb-1/trb-2 
und trb-3/trb-4 wurde, die in das tRNAPro Gen integrierte chromosomale Form der 
genomischen Insel detektiert (Abb. 9B).  Sowohl ∆int-1 (Abb. 9C, Spur 5 und 7), als auch bei 
Lp Corby (Abb. 9C, Spur 6 und 8) lag die genomische Insel in einer integrierten 
chromosomalen Form vor. In einer weiteren PCR wurde untersucht, in wie weit der 
Funktionsverlust der Trb-1 spezifischen Integrase (Int-1), Einfluss auf die Bildung der 
episomalen Form von Trb-2 hat. Das Primerpaar trb-6/trb-7 diente hier zum Nachweis der 
zirkulären episomalen Form von Trb-2. Die genomische Insel Trb-2 lag sowohl bei der 
Integrase Mutante (Abb. 9C, Spur 9), als auch beim „Wildtyp“ Lp Corby (Abb. 9C, Spur 10) 
als episomale Form vor. Auch die Annahme, dass die auf Trb-2 codierte Integrase (Int-2) die 
Funktion von Int-1 bei ∆int-1 übernehmen könnte, kann Anhand der Ergebnisse 
ausgeschlossen werden. Der Phänotyp von ∆int-1 konnte hier nicht komplementiert werden. 
Die Ergebnisse konnten jedoch durch eine zweite unabhängig generierte Mutante bestätigt 




3.1.2 Der Einfluss der Integrase auf die Konjugation von Trb-1 
Die genomische Insel Trb-1 codiert für alle essentiellen trb/tra Gene, die für eine Konjugation 
des mobilen Elements benötigt werden und verfügt zudem über eine oriT-Region. Es konnte 
bereits gezeigt werden, dass Trb-1 in andere Legionella Stämme transferiert wird und dort 
ortsspezifisch in das Genom der Transkonjuganten (TK) integriert werden kann (Glöckner et 
al., 2008).  
In dieser Arbeit  sollte eine mögliche Auswirkung des Phänotyps der Integrase Mutante, auf 
die Konjugation von Trb-1 untersucht werden. Bei der Konjugation diente daher die 
Deletionsmutante ∆int-1 (Klon 13) als Donor. Zur Kontrolle wurde für die Konjugation auch 
der Stamm Lp Corby WT°, ebenfalls als Donor verwendet. Bei Lp Corby WT° handelt es sich 
um einen wildtypischen Stamm, bei dem eine KmR-Kassette zwischen die Genen lpc2816 und 
lpc2817 kloniert wurde (Lautner, 2008). Als Rezipient diente der Streptomycin resistente 
Laborstamm L. pneumophila Philadelphia-I JR32 SmR. Die Konjugation erfolgte auf BCYE 
Agarplatten mit und ohne DNase I (siehe Methoden, 2.2.3.5). Zur Selektion der 
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Transkonjuganten (TK) dienten BCYE Agarplatten mit Kanamycin und Streptomycin. Ein 
deutlicher Unterschied zwischen den beiden Donorstämmen, zeigte sich nach der Berechnung 
der Transkonjugationsraten. Die Transkonjugationsrate wurde mit folgender Formel ermittelt, 
die Anzahl der Transkonjuganten wurde durch die Anzahl des Donors geteilt. Für die 
Integrase Mutante wurde eine durchschnittliche Transkonjugationsrate von 3,854 x 10-6 
bestimmt. Beim Kontrollstamm Lp Corby WT° lag die durchschnittliche Konjugationsrate bei 
2,585 x 10-4. Die Konjugation der genomischen Insel Trb-1 war somit bei der Integrase 




Abb. 10: Graphische Darstellung der Transkonjugationsraten von Trb-1. Als Donor dienten Lp Corby 
WT° und die Integrase Mutante ∆int-1. Als Rezipient wurde Lp Phil-I JR32 verwendet. Die Konjugation 
erfolgte unter Zugabe von DNase I, bei 30°C auf BCYE Agarplatte. Zur Selektion der Transkonjuganten 
dienten BCYE Agarplatten mit Kanamycin und Streptomycin. Die Konjugationsrate wurde bestimmt 
durch: Anzahl Transkonjuganten/Anzahl Donor. Die Konjugationsrate betrug bei Lp Corby WT° 2,585 x 
10-4 und bei der Integrase Mutante ∆int-1 3,854 x 10-6. Bei den hier angegebenen Werten handelt es sich 
jeweils um den Mittelwert, aus zwei unabhängigen Experimenten. Der Lp Corby Stamm WT° besitzt 
innerhalb von Trb-1 eine KmR-Kassette als Markierung und entspricht phänotypisch dem „Wildtyp“. 
 
 
Die Charakterisierung der Transkonjuganten erfolgte über PCR und anschließender Agarose-
Gelelektrophorese. Alle verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 7 aufgelistet (siehe 
Material und Methoden). Mit einem spezifischen Primerpaar für das Lp Phil-I Gen lpg0402 
(legA9) wurde untersucht, in wie weit es sich bei den Transkonjuganten um den 
ursprünglichen Donor oder Rezipienten handelte. Die jeweils 30 getesteten Transkonjuganten 
und der Rezipient Lp Phil-I JR32 waren für dieses Gen positiv (Tab. 14; siehe Anhang, Abb. 
36). Anschließend wurden jeweils 10 Transkonjuganten auf die Trb-1 spezifischen Gene traG 
(lpc2801) und traM (lpc2791) hin untersucht. Beide Gene waren in den Transkonjuganten 
nachweisbar (Tab. 14; Abb. 36). Mit den Primerkombinationen 1/2 (trb-1/trb-2) und 3/4 (trb-
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3/trb-4) konnte gezeigt werden, dass Trb-1 nach der Konjugation in das tRNAPro Gen 
(lpg0524) der Transkonjuganten integriert werden kann. Die chromosomale Form der 
genomischen Insel war bei den Transkonjuganten, aus beiden Konjugationsansätzen, mit dem 
wildtypischen Lp Corby Stamm bzw. mit ∆int-1 als Donor, detektierbar (Tab. 14; Abb. 36). 
Die episomale Form der genomischen Insel (2/3; trb-2/trb-3) konnte ebenfalls sowohl bei den 
Transkonjuganten mit ∆int-1, als auch mit Lp Corby WT° als Donor nachgewiesen werden 
(Tab. 14; Abb. 36). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass zwischen der Konjugation bzw. 
Konjugationsfrequenz und der episomalen bzw. chromosomalen Form von Trb-1, ein 
Zusammenhang besteht. Existierte Trb-1 fast ausschließlich in der chromosomalen Form, wie 
dies bei der Integrase Mutante der Fall war, wurde die genomische Insel mit einer deutlich 
niedrigeren Frequenz in den Stamm Lp Phil-I JR32 konjugiert. 
 
Tab. 14: Zusammenfassung der Ergebnisse aus der Konjugation der genomischen Insel Trb-1 in L. 
pneumophila Phil-I JR32. Die Charakterisierung der Transkonjuganten erfolgte mittels PCR (35 Zyklen) 
und anschließender Agarose-Gelelektrophorese.  
 Donor  Rezipient  Transkonjuganten 
Gen/Primer Lp Corby WT° ∆int-1  Lp JR32  TKWT° TK∆int-1 
lpg0402 - -  +  + + 
traG (lpc2807) + +  -  + + 
traM (lpc2791) + +  -  + + 
Episomale Form (2/3) + -  -  + + 
tRNAPro-Gen (1/4) + -  +  + + 
Chromosomale Form (1/2) + +  -  + + 











3.1.3 Regulation der genomischen Insel Trb-1 bei L. pneumophila Corby 
 
3.1.3.1 Molekularbiologische Untersuchungen zur Regulation von Trb-1: in vitro 
Die genomische Insel Trb-1 codiert für eine Legionella vir Region (lvr), die die Gene lvrR 
(lpc2816), lvrA (lpc2815), lvrB (lpc2814) und lvrC (lpc2813) umfasst (Abb. 9A). Das Gen 
lvrR codiert für einen putativen Phagen Regulator und die Gene lvrA und lvrB codieren für 
Proteine mit unbekannter Funktion. Bei LvrC handelt es sich um ein Protein, das eine 
Ähnlichkeit zu CsrA, dem „Carbon storage regulator“, aufweist.  
In dieser Arbeit wurde die Funktion der lvr Region näher charakterisiert. Zur Untersuchung 
der Funktion der Legionella vir Region dienten die Lp Corby Mutanten ∆lvrRABC (lpc2816-
lpc2813::KmR) und ∆lvrR (lpc2816::KmR). Die Mutante ∆lvrRABC war bereits vorhanden 
und die Mutante ∆lvrR wurde während dieser Arbeit generiert (siehe Methoden, 2.2.2.20 und 
2.2.3.4). Als Template für die Vervielfältigung des DNA-Konstrukts diente das rekombinante 
Plasmid pML58 (siehe Material; 2.1.4). Die Transformanten wurden mittels PCR zunächst auf 
die eingebaute KmR-Kassette (LvRr-2816-U/KmR-XbaI-U) und anschließend auf eine 
vollständige Deletion von lvrR (LvrR-2816-Uin/LvrR-2816-Rin) hin untersucht. Die 
Oligonukleotide -Uin und –Rin wurden so gewählt, dass nur beim „Wildtyp“ Lp Corby ein 
PCR-Produkt amplifiziert wurde. In den folgenden Experimenten wurde bei der Mutante 
∆lvrRABC, Klon 1 und bei ∆lvrR, Klon 2 verwendet. Die erste Charakterisierung der 
∆lvrRABC und ∆lvrR Mutanten erfolgte zunächst über PCR (35 Zyklen), mit chromosomaler 
DNA (100 ng/µl) als Template. Eine Bestätigung der Ergebnisse erfolgte durch eine 
dreimalige Wiederholung der PCR-Reaktion. Mit der Primerkombination 2/3 (trb-2/trb-3) 
wurden die Mutanten auf die episomale Form von Trb-1 untersucht. Sowohl bei ∆lvrRABC 
(Abb. 11, Spur 1), als auch bei ∆lvrR (Abb. 11, Spur 2) war im Vergleich zum „Wildtyp“ Lp 
Corby (Abb. 11, Spur 3) deutlich mehr PCR-Produkt vorhanden. Auch der Nachweis des 
intakten tRNAPro Gens mit dem Primerpaar 1/4 (trb-1/trb-4) zeigte, dass die genomische Insel 
bei ∆lvrRABC (Abb. 11, Spur 4) und bei ∆lvrR (Abb. 11, Spur 5) deutlich häufiger in einer 
zirkulären episomalen Form vorlag, als dies beim „Wildtyp“ der Fall war (Abb. 11, Spur 6). 
Zur Untersuchung der chromosomalen Form von Trb-1 dienten die Primerkombinationen 1/2 
(trb-1/trb-2) und 3/4 (trb-3/trb-4). Die chromosomale Form der genomischen Insel war bei 
∆lvrRABC (Abb. 11, Spur 7 und 10) und bei ∆lvrR (Abb. 11, Spur 8 und 11) mit gleicher 
Intensivität nachweisbar, wie bei Lp Corby (Abb. 11, Spur 9 und 12). Die Ergebnisse der PCR 
zeigten für die ∆lvrRABC und ∆lvrR Mutanten einen ähnlichen Phänotyp. Bei beiden 
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Mutanten erfolgt die Exzision von Trb-1 aus dem Chromosom deutlich häufiger, als beim 
„Wildtyp“ Lp Corby. Ähnlich zur Integrase Mutante ∆int-1, konnte der Phänotyp der 
Mutanten ∆lvrRABC und ∆lvrR nicht komplementiert werden. Die Ergebnisse der PCR-





Abb. 11: Semiquantitative Analyse der genomischen Insel Trb-1 mittels PCR (35 Zyklen), beim „Wildtyp“ 
L. pneumophila Corby (Spur 3, 6, 9, 12) und den Deletionsmutanten ∆lvrRABC (Spur 1, 4,7, 10) und ∆lvrR 
(Spur 2, 5, 8, 11). Als Template diente chromosomale DNA (100 ng/µl). Der Nachweis der episomalen Form 
erfolgte mit dem Primerpaar trb-2/trb-2 und das intakte tRNAPro Gen wurde mit trb-1/trb-4 amplifiziert. 
Die chromosomale Form von Trb-1 wurde mit den Primerkombinationen trb-1/trb-2 und trb-3/trb-4 
nachgewiesen. 
 
Die Charakterisierung der ∆lvrRABC und ∆lvrR Mutanten durch PCR, ermöglichte nur eine 
semiquantitative Aussage über die Menge der episomalen Form von Trb-1 (Trb-1ci). Daher 
erfolgte zusätzlich eine relative Quantifizierung der Mutanten mittels Real-time PCR (qPCR). 
Die relative Anzahl der Kopien von Trb-1ci wurde im Vergleich zur relativen Anzahl der 
Kopien des chromosomalen Gens flaA (lpc0756) bestimmt. Für die Bestimmung der relativen 
Anzahl der Kopien von Trb-1ci wurde neben dem „Wildtyp“ Lp Corby, und den beiden lvr-
Mutanten, auch die Integrase Mutante ∆int-1 herangezogen. Die Quantifizierung der qPCR-
Produkte erfolgte wie unter 2.2.2.12 (siehe Methoden) beschrieben. Als Template diente in der 
qPCR chromosomale DNA (35 ng/µl) aus der exponentiellen (E) und der stationären (S) 
Phase, die aus Lp Corby und den Mutanten isoliert wurde. Die Kultivierung der Bakterien in 
YEB-Medium bei 37°C, zeigte zwischen „Wildtyp“ und den Mutanten ∆int-1, ∆lvrRABC und 
∆lvrR keine Unterschiede in den Wachstumsphasen (Abb. 12A; siehe Anhang, Tab. 21). Zum 
Nachweis des chromosomalen Kontrollgens diente das Oligonukleotidpaar RT-flaA-U/RT-
flaA-R und die zirkulären episomalen Form von Trb-1 wurde mit dem Primerpaar RT-trb-
2R/RT-trb-3U detektiert. Die Berechnung der Anzahl der „Genkopien“ erfolgte durch die 
Software MxPro (Stratagene), in Abhängigkeit einer Standardkurve. Das Experiment wurde 




Abb. 12: (A) Wachstum von L. pneumophila Corby „Wildtyp“ und der Deletionsmutanten ∆int-1, 
∆lvrRABC und ∆lvrR in YEB-Medium bei 37°C. (B) Relative Quantifizierung der episomalen Form von 
Trb-1 (Trb-1ci) beim „Wildtyp“ und den Mutanten ∆int-1, ∆lvrRABC und ∆lvrR. Als Template diente 
chromosomale DNA (35 ng/µl) aus der exponentiellen (E) und stationären (S) Phase. Die Messung der 
amplifizierten dsDNA erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes „Sybr Green“ am Mx3000P 
(Strategene). Zum Nachweis von Trb-1ci diente das Primerpaar RT-trb-2 und RT-trb-3. Als chromosomales 
Kontrollgen wurde flaA (lpc0756) verwendet. Die relative Anzahl der der Kopien von flaA und Trb-1ci 
wurde in Abhängigkeit einer Standardkurve mit der MxPro Software (Stratagene) berechnet. 
 
Zunächst wurde die relative Anzahl der gemessenen „Genkopien“ von Trb-1ci, im Verhältnis 
zum chromosomalen Kontrollgen flaA bestimmt. Beim „Wildtyp“ Lp Corby betrug das 
Verhältnis der „Genkopien“ von Trb-1ci zu flaA in der exponentiellen Phase 1,065 x 10-4:1. In 
der stationären Phase wurde beim „Wildtyp“ ein Verhältnis von 2,122 x 10-4:1 errechnet, was 
einer signifikanten Zunahme der episomalen Form von Trb-1 um den Faktor 1,867 entsprach 
(Abb. 12B; siehe Anhang, Tab. 23). Bei den lvr Mutanten lag Trb-1, im Vergleich zum 
chromosomalen Gen, deutlich häufiger in einer episomalen Form vor, als dies beim „Wildtyp“ 
der Fall war. Für ∆lvrRABC wurde in der exponentiellen Phase ein Verhältnis von 1,472 x 10-
2:1, für Trb-1ci zu flaA bestimmt (Abb. 12B; Tab. 23). Dieses Verhältnis blieb auch während 
der stationären Phase mit 1,376 x 10-2:1 relativ unverändert (Abb. 12B; Tab. 23). Bei ∆lvrR 
konnte eine Zunahme der Anzahl der Kopien von Trb-1ci, während der stationären Phase, um 
den Faktor 2,916 verzeichnet werden (Abb. 12B; Tab. 23). Das Verhältnis der „Genkopien“ 
von Trb-1ci zum chromosomalen Kontrollgen flaA, betrug bei ∆lvrR in der exponentiellen 
Phase 1,287 x 10-2:1 und in der stationären Phase 1,904 x 10-2:1 (Abb. 12B; Tab. 23). Für die 
Integrase Mutante ∆int-1 konnte mittels qPCR in geringem Maße ebenfalls Trb-1ci detektiert 
werden. Im Vergleich zum Kontrollgen, war bei ∆int-1 in beiden untersuchten 
Wachstumsphasen das Verhältnis von Trb-1ci zu flaA, ca. 4,1 x 10-6:1 (Abb. 12B; Tab. 23). Die 
Ergebnisse zeigten deutlich, dass sowohl im „Wildtyp“ Lp Corby, als auch in den lvr 
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Mutanten die episomale Form von Trb-1 im Vergleich zu bakteriellen Chromosom, innerhalb 
einer Bakterienkolonie, in einer deutlich geringeren Kopienzahl vorhanden war. Zusätzlich 
ging aus den Daten hervor, dass die relative Anzahl an Kopien von Trb-1ci in den lvr Mutanten 
höher war, als beim „Wildtyp“ Stamm. In der exponentiellen Phase lag die Anzahl der 
episomalen Form von Trb-1 bei ∆lvrRABC im Vergleich zum „Wildtyp“, durchschnittlich um 
das 146-fache und in der stationären Phase um das 74-fache höher (Abb. 12B; Tab. 23). Für 
∆lvrR konnte in der exponentiellen Wachstumsphase im Vergleich zum „Wildtyp“ Stamm Lp 
Corby im Durchschnitt eine 68-fache Zunahme der episomalen Form von Trb-1 nachgewiesen 
werden (Abb. 12B; siehe Anhang, Tab. 23). In der stationären Phase war die relative Anzahl 
der Kopien von Trb-1ci bei ∆lvrR um das 125-fache höher, als beim „Wildtyp“ (Abb. 12B; 
Tab. 23). Durch die relative Quantifizierung mittels qPCR konnten die Ergebnisse der PCR 
bestätigt werden. Die Deletion von lvrRABC oder lvrR führt bei einer Legionella Kolonie zu 
einer deutlichen Zunahme der episomalen Form von Trb-1. 
 
 
3.1.3.2 Molekularbiologische Untersuchung zur Regulation von Trb-1: in vivo 
Durch die in vitro Experimente konnte bereits gezeigt werden, dass die Bildung der 
episomalen Form bei der genomischen Insel Trb-1 sowohl von der ortsspezifischen Integrase 
(int-1, lpc2818), als auch von der Legionella vir Region (lvr) bzw. dem Genprodukt von lvrR 
(lpc2816) abhängig ist. Mit Hilfe des in vivo Experiments sollte untersucht werden, ob Trb-1 
in den Bakterien auch während der intrazellulären Replikation in Acanthamoeba castellanii 
ATCC 30010 in einer zirkulären episomalen Form vorliegt. Untersucht wurde die Bildung der 
episomalen Form von Trb-1 bei der Mutante ∆lvrRABC und beim „Wildtyp“ Lp Corby. Die 
Infektion der Amöben erfolgte mit einer MOI von 100, für 22 Stunden bei 37°C (siehe 
Methoden; 2.2.4.4). Die aus den Bakterien isolierte chromosomale DNA (100 ng/µl) diente 
für die nachfolgende PCR (35 Zyklen) als Template. Zum Nachweis der episomalen Form von 
Trb-1 diente das spezifische Primerpaar 2/3 (trb-2/trb-3). Die Ergebnisse zeigen, dass die 
zirkuläre episomale Form der genomischen Insel auch in vivo sowohl bei ∆lvrRABC (Abb. 13, 
Spur 1), als auch beim „Wildtyp“ (Abb. 13, Spur 2) gebildet wurde. Analog zu den 
Ergebnissen der in vitro Experimente, lag auch während der Replikation in A. castellanii, die 
genomische Insel bei ∆lvrRABC, im Vergleich zum „Wildtyp“, deutlich häufiger in der 
episomalen Form vor (Abb. 13, vgl. Spur 1 und 2). Mit diesem Experiment konnte gezeigt 
werden, dass die Exzision der genomischen Insel Trb-1 aus dem Legionella Chromosom und 
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die Bildung der zirkulären episomalen Form auch während der intrazellulären Replikation in 
A. castellanii erfolgt. 
 
 
Abb. 13: Nachweis der episomalen Form von Trb-1 während der in vivo Replikation in Acanthamoeba 
castellanii ATCC 30010 und in vitro Replikation auf BCYE Agarplatten, bei der Mutante ∆lvrRABC (Spur 
1 und 3) und dem „Wildtyp“ L. pneumophila Corby (Spur 2 und 4). Die Analyse erfolgte mittels PCR in 35 
Zyklen und anschließender Agarose-Gelelektrophorese. Als Template diente chromosomale DNA (100 
ng/µl). Die zirkuläre episomale Form von Trb-1 wurde mit dem Primerpaar trb-2/trb-3 amplifiziert. 
 
 
3.1.4 Untersuchung zur Expression der Trb-1 codierten Gene 
In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass die L. pneumophila Corby 
Deletionsmutanten ∆int-1 und ∆lvrRABC einen deutlichen Einfluss auf die Exzision und 
Bildung der zirkulären episomalen Form der genomischen Insel Trb-1 haben. Mittels Real-
time PCR (qPCR) sollte untersucht werden, welche Rolle das Gen int-1 und die Gene der 
Legionella vir Region (lvrRABC) bei der Expression der Trb-1 codierten Gene spielen. 
Untersucht wurde die Expression der Gene int-1 (lpc2818), lvrC (lpc2813), trbB (lpc2812), 
traG (lpc2801), traI (lpc2795), mutX (lpc2794), hsdM (lpc2790), recB (lpc2785), traR 
(lpc2784) und lpc2819 ,in der exponentiellen (E) und postexponentiellen (PE) Phase. Die aus 
der E- und PE-Phase isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben und diente als Template 
für die qPCR (siehe Methoden, 2.2.2.4 ff). Als interne Kontrolle und zur Normalisierung der 
Daten diente das Haushaltsgen gyrA. Das Gen flaA fungierte als Kontrolle für die 
Bestimmung der richtigen Wachstumsphase, da die Expression von flaA in der 
postexponentiellen Phase stark zunimmt. Alle Oligonukleotide, die in dieser Studie verwendet 
wurden, sind in Tabelle 7 aufgelistet. (siehe Material 2.1.5). In jedem Experiment wurde jede 
Probe dreimal unabhängig voneinander getestet. Das Experiment wurde insgesamt dreimal 
mit jeweils neu isolierter RNA wiederholt. Für die Berechnung der Anzahl der Moleküle 
diente die MxPro Software (Stratagene). Die Expression der Gene für den „Wildtyp“ Lp 
Corby und die Mutanten ∆int-1 und ∆lvrRABC ist in Tabelle 15 aufgelistet. Bei den 
angegebenen Werten für die Expression der einzelnen Gene, handelt es sich jeweils um den 
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Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Beim „Wildtyp“ Stamm war die Expression 
des Gens lvrC in der PE-Phase um das ca. 2,2-fache und bei trbB um das ca. 2,4-fache stärker, 
als in der E-Phase. Für das Gen mutX wurde beim „Wildtyp“ eine ca. 7,3-fache Zunahme der 
Genexpression verzeichnet. Dieser Wert war jedoch statistisch nicht signifikant. Die 
Expression der anderen untersuchten Trb-1 Gene war bei Lp Corby in beiden 
Wachstumsphasen relativ gleich (Tab. 15). Im Vergleich zum „Wildtyp“ wurde bei der 
Integrase Mutante ∆int-1 das Gen lp2819 in der E-Phase um das 3,5-fache stärker exprimiert. 
Für die restlichen Trb-1 Gene konnten in der E-Phase, im Vergleich zum „Wildtyp“, keine 
Unterschiede in der Genexpression festgestellt werden. In der PE-Phase war bei der Integrase 
Mutante die Expression aller untersuchten Gene, mit Ausnahme von lpc2819 und hsdM, 
reduziert. Die statistische Auswertung zeigte jedoch, dass die Werte, ausgenommen der Wert 
für lpc2819, nicht signifikant waren (Tab. 15). Bei der Mutante ∆lvrRABC wurde das Gen int-
1 im Vergleich zum „Wildtyp“ in der E-Phase ca. um das 2,6-fache stärker exprimiert. 
Während der PE-Phase war bei ∆lvrRABC die Expression von int-1 nur um das 1,8-fache 
erhöht (Tab. 15). Die Gene trbB und traG wurden bei der Deletionsmutante ∆lvrRABC 
während der E-Phase um das 4,4-fache bzw. um das 2,7-fache stärker exprimiert als beim 
„Wildtyp“ (Tab. 15). Während der PE-Phase war trbB ebenfalls um das 3,9-fache 
hochreguliert. Für traG konnte hingegen in dieser Wachstumsphase keine Erhöhung der 
Genexpression festgestellt werden (Tab. 15). Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, 
dass bei ∆lvrRABC die Hochregulierung von trbB und traG auf die KmR-Kassette 
zurückzuführen ist. Interessanterweise war bei ∆lvrRABC in der PE-Phase die Expression von 
mutX, im Vergleich zu den anderen untersuchten Trb-1 Genen, deutlich herunterreguliert. 
Dieser Wert war jedoch statistisch nicht signifikant (Tab. 15). Die Gene traI, hsdM, recB, traR 
und lpc2819 wurden bei ∆lvrRABC in beiden untersuchten Wachstumsphasen, im Vergleich 
zum „Wildtyp“, relativ gleich gut exprimiert (Tab. 15). Insgesamt konnte beim „Wildtyp“ Lp 
Corby und bei den Mutanten ∆int-1 und ∆lvrRABC nur für einzelne der untersuchten Trb-1 
Gene signifikante Unterschiede in der Genexpression festgestellt werden. Auch der Vergleich 
der Genexpression in den Wachstumsphasen zeigte, dass beim „Wildtyp“ nur drei (lvrC, trbB, 
mutX) der insgesamt zehn untersuchten Gene deutlich stärker in der postexponentiellen Phase 
transkribiert wurden.  
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Tab. 15: Untersuchung der Expression der Trb-1 Gene beim „Wildtyp“ L. pneumophila Corby und den Mutanten ∆int-1 und ∆lvrRABC mittels Real-time PCR (qPCR). 
Die Expression der Gene wurde wie folgt klassifiziert: hoch reguliert >2,0; runter reguliert <0,5 und „Fett“ markiert. Die Signifikanz (P-Werte; P<0,05) wurde mit dem t-
Test bestimmt und ist angegeben durch: signifikante Werte *** <0,001; ** <0,01; * <0,05 und nicht signifikante Werte „ns“>0,05. 
 WT  ∆int-1 vs. WT  ∆lvrRABC vs. WT 
 postexp. vs. exp. Phase  exponentielle Phase postexponentielle Phase  exponentielle Phase postexponentielle Phase 
Gene Mittelwert SEM P-Wert  Mittelwert SEM P-Wert Mittelwert SEM P-Wert  Mittelwert SEM P-Wert Mittelwert SEM P-Wert 
flaA 292,83 198,23 ***  1,992 0,495 ns 0,319 0,240   0,933 0,193 ns 0,308 0,153 ns 
lpc2819 1,400 0,266 ***  3,524 0,800 *** 1,399 0,657 ***  1,938 0,601 *** 0,979 0,381 *** 
int-1 0,781 0,071 ***  - - - - - -  2,610 1,071 *** 1,856 0,473 *** 
lvrC 2,176 0,383 ***  1,247 0,210 ns 0,309 0,088 ns  - - - - - - 
trbB 2,351 0,740 ***  1,389 0,398 ns 0,316 0,141 ns  4,391 0,680 *** 3,910 0,550 *** 
traG 1,030 0,156 ***  1,399 0,646 ns 0,462 0,062 ns  2,740 0,543 ** 1,546 0,616 * 
traI 1,853 0,146 ***  1,133 0,448 ns 0,305 0,053 ns  1,230 0,028 ns 1,252 0,082 *** 
mutX 7,319 2,624 ns  1,466 0,372 ns 0,330 0,063 ns  1,263 0,227 ns 0,321 0,111 ns 
hsdM 0,996 0,370 ***  1,347 0,391 ns 0,719 0,640 ns  1,451 0,742 * 1,473 0,539 *** 
recB 1,238 0,503 ***  1,021 0,249 ns 0,370 0,064 ns  1,011 0,267 ns 0,924 0,220 *** 




3.1.5 Die Bedeutung von Trb-1 für die Virulenz von Legionella 
 
3.1.5.1 Der Einfluss von Trb-1 auf die Virulenz von L. pneumophila Corby 
In Süßwasserhabitaten dienen freilebende Protozoen der Gattung Acanthamoeba, 
Hartmanella oder Naeglaria, als natürliche Wirtsorganismen für Legionellen (Fields, 1996). 
Mit diesem Experiment sollte ein möglicher Einfluss der genomischen Insel Trb-1, auf die 
Virulenz von L. pneumophila Corby untersucht werden. Für die Replikation der Legionellen 
diente als Wirtsorganismus Acanthamoeba castellanii (ATCC 30010).  
Die in vivo Experimente wurde mit der Mutanten ∆int-1 und ∆lvrRABC durchgeführt. Bei 
diesem Versuch stand die Frage im Fokus, in wie weit der Funktionsverlust der Trb-1 
spezifischen Integrase (lpc2818, int-1) und der daraus resultierende Phänotyp der Mutante, 
auf die Replikationsfähigkeit in Acanthamoeba castellanii Einfluss hat. Zudem konnte mit 
Hilfe der Mutante ∆lvrRABC untersucht werden, welchen Einfluss die häufigere Exzision und 
Zirkularisation von Trb-1, für die Replikation der Bakterien im Wirtsorganismus zur Folge 
haben könnte. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Trb-1 auch während der Replikation in 
A. castellanii, bei Lp Corby und bei ∆lvrRABC, als zirkuläre episomale Form vorliegen kann 
(siehe Ergebnisse, 3.1.3, Abb. 13). Für jedes in vivo Experiment wurde die Infektion pro 
Stamm und pro Zeitpunkt in einem zweifachen Ansatz durchgeführt. Die Amöben wurden 
jeweils mit einer MOI von 0,01 infiziert (siehe Methoden 2.2.4). Als Kontrollstamm diente 
immer Lp Corby „Wildtyp“. Zunächst wurde die Replikation der ∆int-1 und der ∆lvrRABC 
Mutanten in A. castellanii über drei Tage hinweg untersucht (Abb. 14A). Die Auswertung des 
dreitägigen in vivo Experiments, zeigte keine Unterschiede in der Replikation zwischen den 
Mutanten ∆int-1 und ∆lvrRABC. Beide Mutanten replizierten in A. castellanii gleich gut und 
zeigten in ihrer Virulenz keine Unterschiede zum „Wildtyp“ (Abb. 14A). In einem zweiten 
Infektionsversuch wurde die Replikationsfähigkeit von ∆int-1 und ∆lvrRABC über 24 Tage 
hinweg bestimmt (Abb. 14B). Der Vergleich der CFU-Werte zeigte, dass die Mutanten in A. 
castellanii auch über einen Zeitraum von 24 Tagen in gleichem Masse gut replizierten. Ein 
Unterschied bei der Replikation zwischen Mutanten und dem „Wildtyp“ von Lp Corby war 





Abb. 14: In vivo Experimente mit Acanthamoeba castellanii ATCC 30010, bei 37°C mit 5% CO2. (A) 
Replikation von L. pneumophila Corby “Wildtyp” und der Deletionsmutanten ∆int-1 und ∆lvrRABC für 
72 h. (B) Replikation von Lp Corby “Wildtyp”, ∆int-1 und ∆lvrRABC für 24 Tage. (C) Replikation von Lp 
Corby und ∆int-1 bei gleichzeitiger Infektion der Wirtszellen. (D) Replikation von Lp Corby und 
∆lvrRABC bei gleichzeitiger Infektion der Wirtszellen. 
 
In einem „Competitionassay“ wurde die Replikation der Mutanten ∆int-1 bzw. ∆lvrRABC 
gegenüber dem „Wildtyp“ von Lp Corby, während der Infektion von A. castellanii untersucht 
(Abb. 14C und D). Bei diesem in vivo Experiment konkurrierten Mutante und „Wildtyp“ 
während der Infektion um die gleichen Wirtszellen. Für den „Competitionassay“ wurden die 
Mutante und der wildtypische Stamm in gleichem Verhältnis gemischt. Die Ergebnisse des 
Experiments zeigen, dass bei einer Konkurrenz zwischen der Mutante ∆int-1 und dem 
„Wildtyp“ Lp Corby, um die gleichen Wirtszellen, beide Stämme in A. castellanii 
gleichermaßen gut replizieren konnten (Abb. 14C). Auch bei einer Konkurrenz zwischen 
∆lvrRABC und „Wildtyp“, konnte bei der Replikation der Bakterien in A. castellanii, kein 
Unterschied festgestellt werden (Abb. 14D). Insgesamt zeigen die Ergebnisse aus den in vivo 
Experimenten, dass sowohl ∆int-1, als auch ∆lvrRABC, in A. castellanii mit gleicher 
Effizienz, wie der „Wildtyp“ Lp Corby, replizieren konnten. 
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3.1.5.2 Der Einfluss von Trb-1 auf die Virulenz von L. oakridgensis 
Die Genome der beiden Stämme, L. oakridgensis ATCC 33761 (loa) und L. oakridgensis 
RV2-2007 (lor), wurden von unserer Arbeitsgruppe sequenziert. Eine Nähere Analyse der 
Sequenzen zeigte, dass der Stamm ATCC 33761 im Chromosom für ein Lvh-System codiert. 
Ein Element, das eine Ähnlichkeit zum Typ IVASS von Trb-1 aufweist, wurde bei diesem 
Stamm nicht identifiziert (unveröffentlichte Daten). In diesem Experiment sollte durch die 
Konjugation von Trb-1, ein möglicher Einfluss der genomischen Insel, auf die Virulenz von L. 
oakridgensis ATCC 33761 untersucht werden. Bei der Konjugation diente der „wildtypische“ 
Stamm Lp Corby WT° als Donor. Der L. oakridgensis Stamm ATCC 33761 fungierte als 
Rezipient. Die Konjugation erfolgte bei 30°C mit DNase I (1 µg/ml). Für die Selektion der 
Transkonjuganten wurden BCYE Agarplatten mit Kanamycin und ohne L-Cystein verwendet. 
L. oakridgensis benötigt im Gegensatz zu Lp Corby, für das extrazelluläre Wachstum kein L-
Cystein (Orrison et al., 1983). Eine Transkonjugationsrate wurde hier nicht bestimmt. Die 
Charakterisierung der Transkonjuganten (TK) erfolgte zunächst über PCR, unter Verwendung 
spezifischer Primer (siehe Material, Tab. 7) und Agarose-Gelelektrophorese. Über das Gen 
loa_orf0933, welches für die Serin-O-Acetyltransferase von L. oakridgensis codiert, wurde 
ermittelt in wie fern es sich bei den Transkonjuganten um den ursprünglichen Donor oder 
Rezipienten handelte (Abb. 15A). Anschließend wurden die Transkonjuganten auf das Lvh-
System spezifische Gen lvhB4 hin untersucht (Abb. 15A, Spur 9-11) Zum Nachweis der 
genomischen Insel Trb-1 dienten die Gene traG (Abb. 15B, Spur 1-3) und traM (Abb. 15B, 
Spur 9-11). Die Ergebnisse der PCR zeigten, dass Trb-1 von Lp Corby in den Stamm L. 
oakridgensis ATCC 33761 konjugiert werden konnte. Nach der Konjugation lag die 
genomische Insel Trb-1 in den Transkonjuganten in einer zirkulären episomalen Form vor 
(Abb. 16A, Spur 1). Der Nachweis der zirkulären Form erfolgte was durch das Primerpaar 
trb-2/trb-3. Das Lvh-System von L. oakridgensis besteht aus drei genomischen Bereichen, die 
jeweils durch eine attR Rekombinationsstelle getrennt sind (unveröffentlichte Daten). Für das 
Lvh-System konnten sowohl beim Rezipienten, als auch bei den TK zwei episomale Formen 
nachgewiesen werden (Abb. 16A, Spur 6 und 11). In einem weiteren Experiment wurden die 
Stabilität der konjugierten Insel und eine mögliche Inkompatibilität von Trb-1 und des Lvh-
Systems untersucht. Hierfür wurden die Transkonjuganten zehnmal passagiert. Als 
Wachstumsmedium wurden BCYE Agarplatten ohne L-Cystein und mit und ohne Kanamycin 
verwendet. Die Transkonjuganten wurden jeden zweiten bis dritten Tag auf neue Agarplatten 
überstrichen. Die Ergebnisse der PCR zeigten, dass das konjugierte Element Trb-1 in den 
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Transkonjuganten auch nach zehn Passagen noch nachweisbar war. Die Kontrolle auf Trb-1 
erfolgte hier ebenfalls über die Gene traG (Abb. 15B; Spur 4-6) und traM (Abb. 15B, Spur 
12-14) Die episomale Form von Trb-1, war in den bakteriellen Zellen ebenfalls detektierbar 
(Abb. 16A, Spur 2). Nach zehnmaliger Passage waren bei den Transkonjuganten sowohl das 
Gen lvhB4 (Abb. 15A, Spur 12-14), als auch zwei episomale Formen des Lvh-Systems 
nachweisbar (Abb. 16A, Spur 7 und 12). Alle Ergebnisse der PCR-Analysen wurden in 
Tabelle 16 zusammengefasst. Eine Inkompatibilität von Trb-1 und dem Lvh-System konnte 
hier nicht nachgewiesen werden. Durch die Konjugation von Trb-1 in L. oakridgensis ATCC 
33761, wurde ein Stamm generiert, der sowohl das Konjugationssystem von Trb-1, als auch 
das Lvh-System besaß.  
 
 
Abb. 15: Ergebnisse der Analyse der Transkonjuganten (TK) mittels PCR (35 Zyklen). Als Template 
diente chromosomale DNA (100 ng/µl). Untersucht wurden folgende Transkonjuganten: TK1 (Spur 1 und 
9), TK3 (Spur 2 und 10) und TK4 (Spur 3 und 11), sowie die entsprechenden Transkonjuganten nach 10-
maliger Passage auf BCYE Agarplatten ohne L-Cystein: TK1/10 (Spur 4 und 12), TK3/10 (Spur 5 und 13) 
und TK4/10 (Spur 6 und 14). Als Kontrollen dienten der Rezipient L. oakridgensis ATCC 33761 (Spur 7 
und 15) und der Donor L. pneumophila  Corby WT° (Spur 8 und 16). (A) Kontrolle der Transkonjuganten 
auf das chromosomale L. oakridgensis ATCC 33761 Gen loa_orf0933 (Loak-orf0933-U/Loak-orf0933-R) 
und das Lvh Gen lvhB4 (Loak-lvhB4-U/Loak-lvhB4-R). (B) Kontrolle der Transkonjuganten auf die Trb-1 





Abb. 16: (A) Die Kontrolle der Transkonjuganten (TK) auf die episomale Form von Trb-1, erfolgte mit 
dem Primerpaar 2/3 (trb-2/trb-3). Das PCR-Produkt wurde in 35-Zyklen amplifiziert. Zum Nachweis der 
episomalen Formen des Lvh-Systems dienten die Primerkombinationen 2/3 (Loak-lvh-2R/Loak-lvh-3U) 
und 2/5 (Loak-lvh-2R/Loak-lvh-5U) in einer PCR mit 40-Zyklen. Die episomalen Formen von Trb-1 und 
des Lvh-Systems wurden bei allen hier untersuchten Transkonjuganten nachgewiesen. Dargestellt sind 
hier nur die Ergebnisse für TK3 (Spur 1, 6, 11) und TK3/10 (Spur 2, 7, 12) und der Kontrollstämme L. 
oakridgensis ATCC 33761 (Spur 3, 8, 13), Lp Corby WT° (Spur 4, 9, 14), Lp Corby „Wildtyp“ (Spur 5, 10, 
15). (B) Schematische Darstellung des Lvh-Systems von L. oakridgensis ATCC 33671. Die Zahlen 1 bis 6 




Tab. 16: Zusammenfassung der Ergebnisse aus der Konjugation der genomischen Insel Trb-1 von L. 
pneumophila Corby (Donor) in L. oakridgensis ATCC 33761 (Rezipient). Die Charakterisierung der 
Transkonjuganten (TK) erfolgte über PCR mit 35 bzw. 40-Zyklen (*). 
 Donor  Rezipient  Transkonjuganten  Transkonjuganten 
(nach 10 Passagen) 
Gen/Primer Lp Corby 
WT° 
 Loak      
ATCC 33761 
 TK1 TK3 TK4  TK1 TK3 TK4 
loa_orf0933 -  +  + + +  + + + 
traG +  -  + + +  + + + 
traM +  -  + + +  + + + 
lvhB4 -  +  + + +  +     + + 
episomale Form 
Trb-1 (2/3) 
+  -  + + +  + + + 
episomale Form 
Lvh (2/3)* 
-  +  + + +  + + + 
episomale Form 
Lvh (2/5)* 





Im einem in vivo Experiment wurde die Replikation der Transkonjuganten in humanen 
Makrophagen (U-937 Zelllinie) untersucht. Als Kotrollstämme dienten der Donor Lp Corby 
und der Rezipient L. oakridgensis ATCC 33761. Zusätzlich wurde auch der Stamm L. 
oakridgensis RV2-2007 als Kontrolle verwendet. Dieser Stamm codiert in seinem Genom für 
ein genomisches Element, das zum Trb/Tra Konjugationssystem Trb-1 von Lp Corby eine 
hohe Ähnlichkeit aufweist (Abb. 18). Es lagen bereits Daten aus zuvor durchgeführten in vivo 
Experimenten vor. Diese Daten zeigten, dass L. oakridgensis RV2-2007 in humanen 
Makrophagen eine deutlich höhere Virulenz besitzt, als der Stamm ATCC 33761 
(unveröffentlichte Daten). Für das in vivo Experiment wurden die humanen Makrophagen mit 
einer MOI von 0,01 nach Versuchsprotokoll infiziert (siehe Methoden, 2.2.4.5). Die 
Replikation der Legionella Stämme, in den humanen Makrophagen, erfolgte über einen 
Zeitraum von drei Tagen bei 37°C. Der Infektionsversuch wurde pro Stamm und pro 
Zeitpunkt in zweifachem Ansatz durchgeführt. Die CFU-Werte der Replikation, für die 
Kontrollstämme Lp Corby, L. oakridgensis RV2-2007 und L. oakridgensis ATCC 33761, 
entsprachen den vorhergehenden Ergebnissen. Für die Transkonjuganten (TK1, TK3, TK4) 
konnte im Vergleich zum Rezipienten L. oakridgensis ATCC 33761 kein Unterschied in der 
Virulenz festgestellt werden (Abb. 17). Alle drei untersuchten Transkonjuganten replizierten 
in den Makrophagen mit gleicher Effizienz, wie der Rezipient (Abb. 17). Ein Zusammenhang 
zwischen der Virulenz und der genomischen Insel Trb-1, konnte in diesem Versuch nicht 
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse wurden durch zwei weitere Versuche bestätigt. 
 
 
Abb. 17: Replikation von L. pneumophila Corby, L. oakridgensis RV2-2007, L. oakridgensis ATCC 33761, 
und der Transkonjuganten (TK1, TK3 und TK4) in humanen Makrophagen (U-937), bei 37°C und 5 % 
CO2.   
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3.1.6 Die Verbreitung von Trb-1 in der Gattung Legionella 
Die genomische Insel Trb-1 codiert für ein funktionelles Trb/Tra Konjugationssystem 
(Glöckner et al., 2008). In früheren Studien und in dieser Arbeit konnte bereits gezeigt 
werden, dass Trb-1 in den L. pneumophila Stamm Philadelphia-I und in die „nicht“-
pneumophila Stämme L. micdadei, L. hakeliae und L. oakridgensis konjugiert werden kann 
(Glöckner et al., 2008; Lautner, 2008). Ein interessanter Aspekt dieser Arbeit war, die Frage 
nach dem Vorkommen der genomischen Insel Trb-1 in anderen Legionella Stämmen. Die 
bereits sequenzierten und publizierten Legionella Genome wurden auf Gene hin untersucht, 
die für ähnliche Trb/Tra Proteine codieren. Des Weiteren wurden die genomische 
Organisation und die Insertionsstelle, der zu Trb-1 ähnlichen genomischen Inseln, mittels in 
silico Analyse untersucht (Abb. 18). 
Im Genom von L. pneumophila Alcoy ist die genomische Insel DT2 lokalisiert (D'Auria et al., 
2010). DT2 ist innerhalb einer tRNAPro integriert. Die genomische Insel umfasst die Gene 
lpa00789 bis lpa00840 und weist eine ähnliche genomische Organisation auf, wie Trb-1. Alle 
Gene der Region I von Trb-1 liegen auch bei DT2 in gleicher Organisation und Orientierung 
vor (Abb. 18). Das von DT2 codierte Trb/Tra Konjugationssystem ist zu 86 bis100 % mit 
demjenigen von Trb-1 identisch. Die Proteinsequenz, der von DT2 codierten Integrase 
(lpa00790), ist zu 100 % mit der Trb-1 Integrase (lpc2818) identisch. Unterschiede in der 
genomischen Organisation wurden beim Vergleich der Region II von DT2 mit der Region II 
von Trb-1 festgestellt. DT2 codiert ebenfalls für das Typ I Restriktionssystem (hsdMSR). Die 
Genprodukte von hsdM (lpa00829) und hsdR (lpa00832) sind zu den von Trb-1 codierten 
Proteinen zu 97 % bzw. 98 % ähnlich. Zwischen den Sequenzen des HsdS Proteins von DT2 
(lpa00830) und dem Trb-1 codierten Protein (lpc2789), besteht hingegen nur eine 
Übereistimmung von ca. 30 %. Für die Trb-1 Gene lpc2787 und lpc2786, konnten auf DT2 
keine ähnlichen Proteine identifiziert werden. An dieser Stelle sind auf DT2 die Gene 
lpa00833 und lpa00834 lokalisiert, die für Genprodukte mit unbekannter Funktion codieren. 
Die von Trb-1 codierte Transposase (lpc2783; TP3) fehlt auf der genomischen Insel DT2 
vollständig. Hingegen sind die Trb-1 Gene recB, traR und lpc2782 bis lpc2779 auf DT2 
ebenfalls lokalisiert. 
Der L. oakridgensis Stamm RV2-2007 wurde vor kurzem von unserer Arbeitsgruppe 
sequenziert. Bei der Analyse des Genoms wurde ein Trb/Tra Konjugationssystem identifiziert, 
das auf der genomischen Insel LoRV-Trb-1 codiert ist. Die genomische Insel besitzt eine 
Größe von ca. 33.500 bp und ist ebenfalls innerhalb eines tRNAPro Gens insertiert. LoRV-Trb-
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1 weist eine ähnliche genomische Organisation auf, wie die genomische Insel von Lp Corby. 
Die trb/tra Region des L. oakridgensis Stammes ist zu 91 bis 98 %, mit der von Trb-1 
codierten Region identisch. Hingegen fehlen auf LoRV-Trb-1 die Gene mutT und mutX, die 
bei Lp Corby auf Trb-1, zwischen den Genen traC und traH lokalisiert sind. Anstelle von 
MutT und MutX ist beim L. oakridgensis Stamm ein Protein mit unbekannter Funktion 
codiert (Abb. 18). Der Vergleich von LoRV-Trb-1, mit der genomischen Insel von Lp Corby, 
zeigt vor allem Unterschiede innerhalb der Region II. Von den Genen des Typ I 
Restriktionssystems, ist auf LoRV-Trb-1 nur eine Nukleotidsequenz vom 5‘Ende des Gens 
hsdM vorhanden. Gene mit einer Ähnlichkeit zu hsdS, hsdR, lpc2787 und lpc2786, fehlen auf 
der genomischen Insel von L. oakridgensis vollständig. An dieser Stelle codiert L. 
oakridgensis für Proteine mit unbekannter Funktion. Ebenso ist von recB lediglich ein Teil der 
DNA-Sequenz vom 3‘-Ende des Gens auf LoRV-Trb-1 codiert. Die auf Trb-1 lokalisierten 
Gene traR und lpc2783 bis lpc2779 sind ebenfalls auf der genomischen Insel von L. 




Abb. 18: Genomische Organisation von Trb-1 bei L. pneumophila Corby und den Legionella Stämmen Lp 
Alcoy, L. oakridgensis RV2-2007, Lp S13 und L. jordanis. Die trb/tra Gene sind in hellgrau, die Legionella 





Für die Stämme Lp S13 und L. jordanis existiert bisher kein vollständig sequenziertes Genom. 
Die trb/tra Region wurde bei beiden Stämmen mittels spezifischer Primerpaare sequenziert. 
Ein Teil der Region wurde bereits während einer früheren wissenschaftlichen Studie teilweise 
sequenziert (Ott, 2009). Die Sequenzierung für den noch fehlenden DNA-Bereich, trbE bis 
trbI, wurde für Lp S13 und L. jordanis in dieser Arbeit vervollständigt. Die hierfür 
verwendeten spezifischen Primerpaare sind in Tabelle 7 aufgelistet (siehe Material, 2.1.5). Die 
Auswertung der Ergebnisse zeigte, dass im Genom beider Stämme ein Trb/Tra 
Konjugationssystem lokalisiert ist, das zu ca.92 bis 99 % zum Trb-1 codierten System von Lp 
Corby ähnlich ist. Die genomische Organisation der trb/tra Region von Lp S13 ist zur Region 
I von Trb-1 identisch. Ein Homolog des Gens hsdM, wurde auch auf dem Trb-1 ähnlichen 
genomischen Element von Lp S13 identifiziert. Bei L. jordanis erfolgte die Sequenzierung der 
trb/tra Region bis einschließlich traJ. Die genomische Organisation der sequenzierten trb/tra 
Gene war bei L. jordanis ähnlich zu Trb-1. Beide Stämme codieren jeweils für eine 
spezifische Integrase, die zur Trb-1 Integrase Int-1 (lpc2818) ähnlich ist. Die Proteinsequenz, 
der von Lp S13 codierten Integrase, stimmt zu 98 % und die von L. jordanis codierte 
Integrase, zu 96 %, mit der Sequenz von Int-1 überein. 
Die Legionella Stämme Lp 130 b und L. longbeachae NSW150 codieren in ihrem Genom 
ebenfalls für eine trb/tra Region (Cazalet et al., 2010; Schroeder et al., 2010). Die 
genomischen Inseln mit den Trb/Tra Systemen, besitzen bei beiden Stämmen einen anderen 
Integrationsort als Trb-1. Bei Lp 130b ist das Trb/Tra System auf der genomischen Element 
ROD (150 kb) codiert. ROD ist innerhalb des tRNAArg Gens integriert und weist eine andere 
genomische Organisation auf, als Trb-1. Die auf ROD codierte trb/tra Region ist nur zu ca. 76 
%, mit derjenigen von Trb-1 identisch. Im Genom von L. longbeachae NSW150 ist die 
genomische Insel GI-2 codiert, die innerhalb des tRNAMet Gens insertiert ist. Die trb/tra 
Regionen von GI-2 und Trb-1 sind nur zu etwa 75 % ähnlich. Insgesamt zeigen die 
Ergebnisse, dass zu Trb-1 ähnliche genomische Inseln bzw. Elemente sowohl bei L. 









3.2 Charakterisierung von LpcGI-2 bei L. pneumophila Corby 
 
3.2.1 Die Analyse von LpcGI-2 
Neben Trb-1 und Trb-2, wurde im Chromosom von L. pneumophila Corby die genomische 
Insel LpcGI-2 identifiziert (Abb. 19A). Die Insel ist 65.401 bp groß und hat einen G+C-
Gehalt von ca. 39,5%. Der G+C-Gehalt der Insel ist somit etwas höher, als der G+C-Gehalt 
des Lp Corby Genoms, der bei 38% liegt. LpcGI-2 ist innerhalb des tRNA Gens für 
Methionin (lpc1832; trnM; tRNAMet) insertiert. Der Aufbau der genomischen Insel wurde für 
die Regionen I, II und III (lpc1833 bis lpc1888) bereits in einer vorangegangenen 
wissenschaftlichen Arbeit (Lautner, 2008) beschrieben. Durch eine nachträgliche 
Neuanordnung von DNA-Segmenten, im bereits publizierten Genom von Lp Corby (Glöckner 
et al., 2008), konnte in dieser Arbeit mittels in silico Analyse die Region IV (14.534 bp, 
lpc2136 bis lpc2121), als Teil der genomischen Insel LpcGI-2, identifiziert werden. Die 
Region IV codiert für zwei Transposasen, eine TpnA (lpc2136) und eine IS652 Transposase 
(lpc2127). Des Weiteren codiert das Element für ein TraK Protein (lpc2132), zwei putative 
Dot/Icm-Effektoren (lpc2128 und lpc2130), einen  Transkriptionsregulator, der LysR-
Transporter Familie und eine Prophagen CP4-6 Integrase (lpc2123). Die restlichen Gene der 
Region IV codieren für Proteine mit unbekannter Funktion. Für diese Proteine konnte mittels 
„blastp“ über NCBI eine Ähnlichkeit zu Proteinen von Lp 130b (lpc2133), Lp Paris (lpc2131, 
lpc2129), Lp Alcoy (lpc2125, lpc2124, lpc2121) und L. longbeachae NSW150 (lpc2126) 
festgestellt werden (siehe Anhang, Tab. 26). Zudem wurde zwischen den Genen traK und 
lpc2131 eine putative oriT-Region identifiziert. Diese kurze DNA-Sequenz umfasst zehn 
Nukleotidbasen (5‘-ATCTTGCCCT-3‘) und ist ähnlich zur TraI-Bindestelle von Trb-1 (siehe 
Diskussion, 4.2.2; Abb. 34). Innerhalb der Regionen I, II und III von LpcGI-2 wurde keine 
oriT-Region bzw. eine ähnliche Nukleotidsequenz gefunden. 
Für die weitere in silico Charakterisierung wurden zunächst die flankierenden DNA-
Sequenzen von LpcGI-2 genauer betrachtet. Es wurden eine attL und zwei attR (attR-1 und 
attR-2) Rekombinationsstellen identifiziert (Abb. 19A und B). Demnach ist LpcGI-2 aus zwei 
genomischen Elementen zusammengesetzt, einem größeren (A, lpc1833 bis lpc1888) und 




Abb. 19: (A) Genetische Organisation der genomischen Insel LpcGI-2 bei L. pneumophila Corby. (B) 
Darstellung der Integration von LpcGI-2 in das tRNAMet Gen mit den Rekombinationsstellen attL, attR-1 
und attR-2 (schwarze Pfeile). Abweichungen in der DNA-Sequenz der attR-Sequenzen zu attL, sind rot 
markiert. LpcGI-2 besteht aus den zwei Elementen A (blaue Sequenz) und B (hellblaue Sequenz). 
Chromosomale DNA ist in schwarzer Schrift dargestellt. Die Zahlen 1, 2, 3, 4 und 5 kennzeichnen die IHF-
Konsensussequenz WATCAANNNNTTR (W=dA oder dT; R=dA oder dG; N=jedes Nukleotid), die mit 
grau hinterlegt ist. (C) Ergebnisse der PCR Analyse von LpcGI-2. Zum Nachweis der episomalen Formen 
A, B und AB diente die Primerpaare 2/3 (Spur 1), 1/5 (Spur 5) und 3/5 (Spur 9). Das intakte tRNAMet Gen 
wurde mit dem Primerpaar 1/4 (Spur 2) und 4/6 (Spur 10) und attB‘ mit 2/6 (Spur 6) detektiert. Die 
chromosomale Form der genomischen Insel wurde mit den Primerkombinationen 1/2 (Spur 3 und 7), 3/4 
(Spur 4 und 11) und 5/6 (Spur 8 und 12) nachgewiesen. Die PCR-Produkte wurden in 35 Zyklen bzw. 40 
Zyklen (*) amplifiziert. (D) Mechanismus bei der Bildung der zirkulären episomalen Formen A, B und AB 
von LpcGI-2. Bei der Exzision rekombinieren die Rekombinationsstellen attL und attR-1 bzw. attR-2 zu 
attP, attP‘ bzw. attP‘‘. Die Zahlen 1 bis 6 kennzeichnen die Orientierung und die Hybridisierungsstellen 
der Primer. 1=LpcGI-2-1U; 2=LpcGI-2-2R; 3=LpcGI-2-3U; 4=LpcGI-2-4R; 5=LpcGI-2-5R; 6=LpcGI-2-
6U. (E) Nukleotidsequenz von attP, attP‘ und attP‘‘ (schwarzer Pfeil) bei den zirkulären Formen von 
LpcGI-2. Dargestellt sind IHF-Sequenzen (grau hinterlegt), die DNA-Sequenzwiederholungen NTTTN 
(unterstrichen) und die IR-Sequenz (grüne Pfeile). 
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Wenn LpcGI-2 in das bakterielle Chromosom integriert ist, dann wird die genomische Insel 
auf der linken und rechten Seite von attL und attR-2 flankiert. Die attR-1 Sequenz ist 
zwischen den Genen lpc1888 und lpc2136 lokalisiert und attR-2 befindet sich zwischen 
lpc2121 und lpc2120 (Abb. 19A). Die Rekombinationsstellen haben eine Länge von 45 bp. 
Ein Vergleich der DNA-Sequenzen von attL, attR-1 und attR-2 zeigte, dass die 
Nukleotidsequenzen von attL und attR-1 identisch sind (Abb. 19B). In der DNA-Sequenz von 
attR-2 wurden an zwei Positionen Unterschiede zu attL und attR-1 festgestellt. Vom 5‘→3‘-
Ende der Rekombinationsstellen, befindet sich an den Positionen 23 und 29 bei attR-2 anstelle 
eines dT jeweils ein dC (Abb. 19B; rot markierte Nukleotide). Neben der Identifizierung der 
Rekombinationsstellen, war auch die Frage von Interesse, in wie weit noch weitere Motive für 
DNA-bindende Proteine vorhanden waren. In unmittelbarer Nähe der Rekombinationsstellen 
konnten kurze DNA-Sequenzen identifiziert werden, die mit der postulierten IHF-
Konsensussequenz WATCAANNNNTTR (W=dA oder dT; R=dA oder dG; N=jedes 
Nukleotid) übereinstimmten. Die erste IHF-Sequenz AATCAATAAGTTA liegt 
„stromabwärts“ von attL. Eine zweite IHF-Sequenz AATCAAATGGTTA ist „stromaufwärts“ 
und die dritte Sequenz AATCAAGTAGTTA ist „stromabwärts“ von attR-1 lokalisiert. Auf der 
genomischen Insel befindet sich eine vierte Sequenz AATCAATTGCTAA, die an einer 
Position eine Abweichung zur IHF-Konsensussequenz aufweist. Anstelle des postulierten dT, 
befindet sich ein dA. Außerhalb der LpcGI-2 Nukleotidsequenz wurde, „stromabwärts“ von 
attR-2, eine fünfte IHF-Sequenz AATCAATAAGTTA identifiziert (Abb. 19B). 
Analog zur genomischen Insel Trb-1, sollte auch LpcGI-2 hinsichtlich möglicher episomaler 
Formen untersucht werden. Die Charakterisierung erfolgte zunächst über PCR mit 
chromosomaler DNA (200 ng/µl) als Template. Die DNA-Fragmente wurden in 35-Zyklen 
amplifiziert. Für die PCR-Produkte 1/5, 2/6, 3/5 und 4/6 wurden 40-Zyklen benötigt. Um 
exakte Aussagen über mögliche Rekombinationsmechanismen für die Exzision und 
Integration treffen zu können, wurden die PCR-Produkte der zirkulären Formen A (2/3), B 
(1/5), und AB (3/5) und der „intakten“ tRNA Gene (1/4 und 4/6) bzw. der attB‘ Sequenz (2/6) 
sequenziert. Die PCR-Produkte wurden zunächst in den Vektor pGEM-T Easy kloniert und 
anschließend sequenziert (Abb. 19E und 20). Für jedes der PCR-Produkte wurden mehrere 
rekombinante Plasmide aus verschiedenen E. coli Klonen isoliert und sequenziert. Für die 
Sequenzierungs-PCR wurden die MCS-Primer M13-U bzw. M13-R verwendet. Zum 
Nachweis der zirkulären episomalen und chromosomalen Formen der genomischen Insel 
wurden die Oligonukleotidprimer spezifisch kombiniert (Abb. 19D). 
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Mit dem Primerpaar 2/3 (LpcGI-2-2R/LpcGI-2-3U) konnte gezeigt werden, dass das Element 
A (lpc1833-lpc1888) von LpcGI-2, als zirkuläre episomale Form A vorliegen kann (Abb. 19C, 
Spur 1 und 19D). Dieses Ergebnis konnte auch durch die Sequenzierung des PCR-Produktes 
2/3 bestätigt werden (Abb. 19E). Die Sequenzen der klonierten PCR-Produkte waren bei den 
sechs untersuchten Klonen identisch. Die Ergebnisse der Sequenzierung zeigen, dass es durch 
die Exzision des Elements, zu einer Rekombination von attL und attR-1 kommt, wodurch in 
der episomalen Form A die attP Rekombinationsstelle generiert wird (Abb. 19E). In der 
Sequenz „stromaufwärts“ von attP wurden mehrere kurze DNA-Sequenzwiederholungen der 
Form NTTTN bestimmt. Zusätzlich ist „stromabwärts“ von attP eine kurze „Inverted Repeat“ 
(IR) Sequenz 5‘-AAAAGTC-N7-GACTTTTT-3’codiert. Durch die Bildung der episomalen 
Form A, konnte mit dem Primerpaar 1/4 (LpcGI-2-1U/LpcGI-2-4R) das „intakte“ tRNAMet 
Gen amplifiziert werden (Abb. 19C, Spur 2; und 19D). Bei der Exzision des Elements A 
verbleibt im bakteriellen Chromosom die Rekombinationsstelle attB (Abb. 20A). Die 
Sequenzierung des PCR-Produktes 1/4 zeigte zudem, dass es bei der Exzision und Bildung 
der episomalen Form A, zu Abweichungen, bei der im Chromosom verbleibenden 
Nukleotidsequenz, kommen kann. Bei sechs von sieben sequenzierten Klonen wurde anstelle 
der erwarteten Rekombinationsstelle attB, die Sequenz von attL und eine variable 
Basenanzahl der nachfolgenden Nukleotidsequenz von LpcGI-2-A identifiziert. An diese 
Sequenz schließt sich die Nukleotidsequenz des Elements A an (Abb. 20B). Auch für das 
Element B (lpc2136-lpc2121) konnte mit dem Primerpaar 1/5 (LpcGI-2-1U/LpcGI-2-5R) eine 
zirkuläre episomale Form nachgewiesen werden (Abb. 19C, Spur 5). Wie die Ergebnisse der 
Sequenzierung zeigen, entsteht die episomale Form B durch die Rekombination von attR-1 
und attR-2 und besitzt die Rekombinationsstelle attP‘ (Abb. 19E). Die Ergebnisse der 
Sequenzierung lassen erkennen, dass die attP‘-Sequenz an zwei Positionen variieren kann. 
Die Rekombinationsstelle attP‘, kann an den Positionen 23 und 29 jeweils ein dT besitzen 
und ist somit mit attR-1 identisch. Ebenso kann in der attP‘-Sequenz, an den genannten 
Positionen, das dT jeweils durch ein dC ersetzt sein, wodurch die Sequenz mit der von attR-2 
übereinstimmt (Abb. 19B und E). Insgesamt wurden hier sechs Klone sequenziert, von denen 
jeweils drei an den genannten Positionen von attP‘ ein dT und drei der Klone ein dC 
aufwiesen. In beiden Fällen stimmte jedoch die Nukleotidsequenz „stromaufwärts“ von attP‘ 
mit der Sequenz „stromaufwärts“ von attR-2 überein. Auch die DNA-Sequenz 
„stromabwärts“ von attP‘, ist bei beiden Variationen immer mit der Sequenz „stromabwärts“ 
von attR-1 identisch. Ähnlich zu attP wurden auch in der Nähe von attP‘ mehrere kurze 
Sequenzwiederholungen, der Form NTTTN, gefunden. Ebenso wurde auch „stromabwärts“ 
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von attP‘, ein „Inverted Repeat“ 5‘-TAAAAT-N30-ATTTTA-3‘ identifiziert (Abb. 19 E). Die 
episomale Form B konnte auch indirekt mit der Primerkombination 2/6 (Lpc-GI3-2R/Lpc-
GI3-6U) belegt werden (Abb. 19C, Spur 6). Mit dem PCR-Produkt 2/6 wurde auch die attB‘-
Sequenz amplifiziert. Nach der Exzision des Elements B (lpc2136-lpc2121) bleibt im 
Chromosom attB‘ zurück. Die DNA-Sequenzierung zeigte eine Übereinstimmung der 
Sequenzen von attB‘ und attR-2 (Abb. 20C). Alle der sechs sequenzierten Klone bzw. 
rekombinanten Plasmide codierten in der attB‘-Sequenz, an den oben genannten Positionen, 
für ein dC, anstelle eines dT. 
Nachdem für die Elemente A und B jeweils eine episomale zirkuläre Form detektiert werden 
konnte, stellte sich die Frage, in wie weit dies auch für die gesamte genomische Insel LpcGI-2 
der Fall ist. Mittels PCR konnte auch hier erstmals gezeigt werden, dass die gesamte 
genomische Insel LpcGI-2 bzw. das Element AB (lpc1833 bis lpc2121) in einer zirkulärer 
episomale Form vorliegen kann (Abb. 19C, Spur 9). Für die Detektion der episomalen Form 
AB wurde das Primerpaar 3/5 (Lpc-GI3-3U/Lpc-GI3-5R) verwendet. Nach der Exzision der 
gesamten Insel, verfügte die episomalen Form AB über die Rekombinationsstelle attP‘‘, 
welche durch die Rekombination von attL und attR-2 entstanden ist. Aus den Daten der 
Sequenzierung des PCR-Produktes 3/5 ließ sich erkennen, dass die attP‘‘-Sequenz ebenfalls 
an den Positionen 23 und 29, entweder jeweils für ein dT oder ein dC codieren kann. Von den 
zwei sequenzierten Klonen, wurde beim erste Klon, in attP‘‘ jeweils ein dT und beim zweiten, 
an der besagten Position, ein dC identifiziert. Befindet sich an den genannten Positionen 
jeweils ein dT, dann ist attP‘‘ mit der Sequenz von attL identisch. Durch ein dC, an den 
betreffenden Stellen, besteht eine Übereinstimmung zwischen den Nukleotidsequenzen von 
attP‘‘ und attR-2 (Abb. 19B und E). Bei beiden hier beschriebenen Variationen, stimmte die 
DNA-Sequenz „stromaufwärts“ von attP‘‘, mit der Sequenz „stromaufwärts“ von attR-2 
überein. Ebenso ist in beiden Fällen, die Sequenz „stromabwärts“ von attP‘‘, identisch mit der 
Sequenz, die auch „stromabwärts“ von attL liegt. Bei einer genaueren Auswertung der 
Sequenzdaten wurden, „stromaufwärts“ von attP‘‘ die bereits beschriebenen DNA-
Sequenzwiederholungen NTTTN identifiziert. Die IR-Sequenz die „stromabwärts“ von attP‘‘ 
lokalisiert ist, stimmt mit der IR-Sequenz „stromabwärts“ von attP überein. Bei einer 
Exzision der gesamten genomischen Insel konnte das „intakte“ tRNAMet Gen mit der 
Primerkombination 4/6 (LpcGI-2-4R/LpcGI-2-6U) amplifiziert werden (Abb. 19C, Spur 10). 
Aus den Daten der Sequenzierung ließ sich erkennen, dass die attB‘‘ Sequenz, die nach der 
Exzision im Genom zurückbleibt, sowohl zur Sequenz von attL, als auch zur attR-2 Sequenz 
identisch sein kann (Abb. 20C). Bei zwei von sechs sequenzierten Klonen stimmte attB‘‘ mit 
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attL überein. Vier der Klone codierten in der attB‘‘-Sequenz an den entscheidenden 
Positionen für ein dC und waren somit zu attR-2 identisch.  
Die integrierten und chromosomalen Formen der Insel wurde mit den Primerpaaren 1/2 
(LpcGI-2-1U/LpcGI-2-2R), 3/4 (LpcGI-2-3U/LpcGI-2-4R) und 5/6 (LpcGI-2-5R/LpcGI-2-
6U) nachgewiesen (Abb. 19 C, Spur 3, 4, 7, 8, 11, 12). Die PCR-Analyse ließ erkennen, dass 
LpcGI-2-A und LpcGI-2-B auch unabhängig voneinander in einer integrierten Form vorliegen 
können (Abb. 19C, vgl. Spur 3, 4 und 7, 8). Zudem zeigen die Ergebnisse aus der PCR und 
DNA-Sequenzierung deutlich, dass die genomische Insel LpcGI-2 sowohl in verschiedenen 
zirkulären episomalen Formen, als auch in unterschiedlichen integrierten chromosomalen 
Formen existieren kann. Für LpcGI-2 wurden die drei möglichen episomalen Formen A, B 
und AB nachgewiesen. Des Weiteren lässt sich anhand der benötigten PCR-Zyklen erkennen, 
dass die Bildung der episomale Form A und somit auch die Exzision des Elements A häufiger 
erfolgt, als dies für die Formen B und AB von LpcGI-2 der Fall ist. Der Nachweis der 
episomalen Formen B und AB war mittels PCR erst mit 40-Zyklen möglich (Abb. 19C, Spur 
5 und 9). Für die Detektion der episomalen Form A waren hingegen 35-Zyklen ausreichend 





Abb. 20: (A) Nukleotidsequenz der Rekombinationsstelle attB (schwarzer Pfeil), die nach der Exzision des Elements A (lpc1833-lpc1888) der genomischen Insel LpcGI-2 in 
Chromosom verbleibt. (B) Ergebnisse der Sequenzierung des PCR-Produktes 1/4. Dargestellt ist die erwartete Nukleotidsequenz von attB (Klon 10) nach der Exzision des 
Elements A und die chromosomale Form von LpcGI-2 mit der attL (schwarzer Pfeil) Sequenz. Bei den Klonen 2, 7, 11, 12, 14 und 20 wurden nach der Exzision und 
Bildung der episomalen Form A, Abweichungen von der erwarteten attB Sequenz gefunden. (C) Nukleotidsequenzen der „attachment sites“ attB‘ und attB‘‘ (schwarzer 
Pfeil). Nach der Exzision des Elements B (lpc2136-lpc2121) verbleibt im Chromosom von L. pneumophila Corby die Rekombinationsstelle attB‘. Bei der Exzision der 
gesamten genomischen Insel LpcGI-2 (lpc1833-lpc2121) und der Bildung der episomalen Form AB verbleibt im bakteriellen Chromosom ein „intaktes“ tRNAMet Gen mit 
der attB‘‘ Sequenz. Die DNA-Sequenz der genomischen Insel LpcGI-2 ist in blauer (Element A) bzw. hellblauer (Element B) und chromosomale DNA ist in schwarzer 
Schrift dargestellt. Abweichungen in der Basensequenz von attB‘ und attB‘‘ zu attB bzw. attL sind mit rot markiert Die Zahlen 1, 2, 3 und 5 kennzeichnen die IHF-




3.2.2 Die Funktion der Integrasen bei der Bildung der episomalen 
Formen von LpcGI-2 
Die genomische Insel LpcGI-2 von L. pneumophila Corby codiert für drei putative Integrasen. 
Auf dem größeren Element A (lpc1833 bis lpc1888), von LpcGI-2, codieren jeweils die Gene 
lpc1833 und lpc1884 für ein putatives Integrase-Protein (Abb. 19A). Die dritte putative 
Integrase (lpc2123) ist auf dem kleineren Element B bzw. der Region IV (lpc2136 bis 
lpc2121) von LpcGI-2 lokalisiert (Abb. 19A). Ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit war die 
Frage nach der Bedeutung der Integrase, für die ortsspezifische Exzision und Integration der 
genomischen Inseln. Für Trb-1 konnte bereits gezeigt werden, dass die auf der Insel codierte 
Integrase (lpc2818), eine wichtige Rolle bei der Exzision und Bildung der episomalen Form 
besitzt (siehe Ergebnisse, 3.1.1).  
Analog zu Trb-1, sollte durch die Generierung von Integrase-Deletionsmutanten untersucht 
werden, inwieweit die auf LpcGI-2 codierten Integrasen funktionell sind und welches der 
Enzyme jeweils an der Bildung der episomalen Formen A, B und AB beteiligt ist. Zur 
Herstellung der Deletionsmutanten, von lpc1833, lpc1884 bzw. lpc2123, diente jeweils ein 
DNA-Konstrukt, bestehend aus einer KmR-Kassette und den entsprechenden flankierenden 
Sequenzen (siehe Methoden, 2.2.2.20). Das jeweilige DNA-Konstrukt wurde über natürliche 
Transformation in Lp Corby transformiert (siehe Methoden, 2.2.3.4). Mit spezifischen 
Primern (siehe Material 2.1.5, Tab. 7) wurden die Transformanten auf die eingebaute KmR-
Kassette und die vollständige Deletion des gewünschten Gens untersucht. Zum Nachweis der 
Deletion dienten für die Mutanten ∆lpc1833, ∆lpc1884 und ∆lpc2123, die entsprechenden 
Primerpaare Int-1833-Uin/Int-1833-Rout, Int-1884-Uin/Int-1884-Rout und Int-2123-Uout/Int-
2123-Rin (siehe Material 2.1.5, Tab. 7). Die jeweiligen Primerpaare wurden so gewählt, dass 
nur beim „Wildtyp“ Lp Corby ein PCR-Produkt amplifiziert werden sollte. Die Ergebnisse der 
nachfolgenden Charakterisierung der Integrase Mutanten zeigen hier immer nur die Daten für 
folgende Klone, ∆lpc1833 (Klon 18), ∆lpc1884 (Klon 8) und ∆lpc2123 (Klon 1). Die 
Integrase Mutanten wurden hinsichtlich der Bildung der episomalen Formen A, B und AB und 
der chromosomalen Formen untersucht. Die Charakterisierung erfolgte zunächst über PCR 
mit den unter 3.1.1 (siehe Ergebnisse) angegebenen Primerkombinationen (Abb. 19C und D) 





Abb. 21: Ergebnisse der PCR Analyse der genomischen Insel LpcGI-2 bei den Integrase Mutanten. (A) L. 
pneumophila Corby ∆lpc1833 (lpc1833::KmR), (B) L. pneumophila Corby ∆lpc1884 (lpc1884::KmR) und 
(C) L. pneumophila Corby ∆lpc212 (lpc2123::KmR). Zum Nachweis der episomalen Formen A, B und AB 
diente die Primerpaare 2/3 (Spur 1), 1/5 (Spur 5) und 3/5 (Spur 9). Das intakte tRNAMet Gen wurde mit 
dem Primerpaar 1/4 (Spur 2) und 4/6 (Spur 10) und attB‘ mit 2/6 (Spur 6) detektiert. Die chromosomale 
Form der genomische Insel wurde mit den Primerkombinationen 1/2 (Spur 3 und 7), 3/4 (Spur 4 und 11) 
und 5/6 (Spur 8 und 12) nachgewiesen. Die PCR-Produkte wurden in 35 Zyklen bzw. 40 Zyklen (*) 
amplifiziert. Als Template diente chromosomale DNA (200 ng/µl). Die Primer sind wie folgt benannt: 
1=LpcGI-2-1U; 2=LpcGI-2-2R; 3=LpcGI-2-3U; 4=LpcGI-2-4R; 5=LpcGI-2-5R; 6=LpcGI-2-6U. 
 
Wie die Ergebnisse zeigten, war die zirkuläre Form A (2/3) bei der Integrase Mutante 
∆lpc1833 über PCR, nur durch eine sehr schwache DNA-Bande detektierbar (Abb. 21A, Spur 
1). Hingegen konnten bei dieser Mutante sowohl die episomalen Formen B (1/5), als auch AB 
(3/5) nachgewiesen werden (Abb. 21A. Spur 5 und 9). Bei den Integrase Mutanten ∆lpc1884 
(Abb. 21B, Spur 1, 5 und 9) und ∆lpc2123 (Abb. 21C, Spur 1, 5 und 9) lagen die episomalen 
Formen A, B und AB der genomischen Insel LpcGI-2 vor. Ähnlich zum „Wildtyp“ Lp Corby, 
waren bei den drei Integrase Mutanten die integrierte chromosomale Form der gesamten 
genomischen Insel LpcGI-2 bzw. des Elements AB (3/4 und 5/6) und auch die chromosomale 
Form der Elemente A (1/2 und 3/4) und B (1/2 und 5/6) detektierbar (Abb. 21, Spur 3, 4, 7, 8, 
11 und 12). Bei einer Exzision der Elemente A und AB, war erwartungsgemäß das „intakte“ 
tRNAMet Gen (1/4 und 4/6) sowohl bei ∆lpc1884 (Abb. 21B, Spur 2, 6 und 10), als auch bei 
∆lpc2123 (Abb. 21C, Spur 2, 6 und 10) vorhanden. Ebenfalls wurde bei beiden Mutanten, im 
Falle einer Exzision des Elements B, die attB‘ Rekombinationsstelle (2/6) detektiert. 
Überraschenderweise wurden bei der Mutante ∆lpc1833, trotz der kaum nachweisbaren 
episomalen Form A, mit dem Primerpaar 1/4 ein intaktes tRNAMet Gen detektiert (Abb. 21A, 
Spur 2). Die Exzision der Elemente B und AB, konnte durch den Nachweis der attB‘ 
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Rekombinationsstelle (2/6) und des „intakten“ tRNA Gens (4/6), auch für ∆lpc1833 gezeigt 
werden. Der Phänotyp der ∆lpc1833 Mutante konnte, durch eine zweite unabhängig 
generierte Mutante, bestätigt werden. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der PCR, dass 
die Integrase Lpc1833 vermutlich an der Bildung der episomalen Form A von LpcGI-2 
beteiligt ist. Für die ebenfalls auf der genomischen Insel codierten Integrasen Lpc1884 und 




Abb. 22: (A) Wachstum von L. pneumophila Corby „Wildtyp“ und den Deletionsmutanten ∆lpc1833, 
∆lpc1884 und ∆lpc2123 in YEB-Medium bei 37°C. (B) Relative Quantifizierung der episomalen Formen 
von LpcGI-2 (GI3A, GI3B, GI3AB) beim „Wildtyp“ und den Integrase Mutanten ∆lpc1833, ∆lpc1884 und 
∆lpc2123. Als Template diente chromosomale DNA aus der exponentiellen (E) und stationären (S) Phase. 
Die Messung der amplifizierten dsDNA erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes „Sybr Green“ am 
Mx3000P (Strategene). Die episomale Form A wurde mit dem Primerpaar RT-LpcGI-2-2R/RT-LpcGI-2-
3U, die episomale Form B mit RT-LpcGI-2-1U/RT-LpcGI-2-5R und die episomale Form AB mit RT-
LpcGI-2-3U/RT-LpcGI-2-5R nachgewiesen. Als chromosomales Kontrollgen wurde flaA (lpc0756) 
verwendet. Die relative Anzahl der der Kopien von flaA und der episomalen Formen von LpcGI-2 wurde 
in Abhängigkeit einer Standardkurve mit der MxPro Software (Stratagene) berechnet. 
 
Die genomischen Insel LpcGI-2 wurde bei L. pneumophila Corby und den Integrase 
Mutanten ∆lpc1833, ∆lpc1884 und ∆lpc2123 zunächst mittels PCR charakterisiert (Abb. 19C 
und Abb. 21). Im Anschluss sollte, analog zu Trb-1, eine Quantifizierung der zirkulären 
episomalen Formen mittels Real-time PCR (qPCR) erfolgen. Die relative Quantifizierung der 
episomalen Formen A, B und AB von LpcGI-2 wurde, wie bei Trb-1, ebenfalls in 
Abhängigkeit des chromosomalen Gens flaA (lpc0756) bestimmt. Als Template diente 
chromosomale DNA, die jeweils aus der exponentiellen (E; OD600≈1,0; 4h) und stationären 
(S; OD600≈2,1; 24h) Phase aus den Bakterien isoliert wurde (Methoden, 2.2.2.2). Zuvor 
wurden die Integrase Mutanten auf einen möglichen Wachstumsdefekt in YEB-Medium, bei 
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37°C kontrolliert. Anhand der erstellten Wachstumskurve lässt sich erkennen, dass die in vitro 
Replikation von „Wildtyp“ und Integrase Mutanten nahezu identisch ist (Abb. 22A, Tab. 22) 
Für die qPCR wurde eine DNA-Konzentration von 50 ng/µl eingesetzt. Für die Detektion der 
drei möglichen episomalen Formen von LpcGI-2 wurden spezifische Oligonukleotide 
generiert. Mit der Primerkombination RT-LpcGI-2-2R/RT-LpcGI-2-3U wurde die episomale 
Form A nachgewiesen. Die episomale Form B wurde mit dem Primerpaar RT-LpcGI-2-
1U/RT-LpcGI-2-5R und die episomale Form AB wurde über die Kombination der Primer RT-
LpcGI-2-3U/RT-LpcGI-2-5R detektiert. Die Ergebnisse der qPCR konnten durch drei 
unabhängige Experimente, mit jeweils neu isolierter DNA, bestätigt werden. 
Anhand der Daten aus der relativen Quantifizierung, wurde zunächst das jeweilige Verhältnis 
der episomalen Formen A, B und AB zum bakteriellen Chromosom bzw. dem chromosomalen 
Gen flaA ermittelt. Für die Bestimmung der Verhältnisse wurde der Mittelwert aus drei 
unabhängigen Experimenten herangezogen (siehe Anhang, Tab. 24 und 25). Beim „Wildtyp“ 
Lp Corby betrug das Verhältnis der episomalen Form A von LpcGI-2 (LpcGI-2-A), zum 
chromosomalen Gen flaA in der exponentiellen Phase durchschnittlich 2,436 x 10-3:1 und in 
der stationären Phase 1,283 x 10-3:1 (Abb. 22B; Tab. 24). Für die Integrase Mutante ∆lpc1833 
konnte bereits mittels PCR gezeigt werden, dass LpcGI-2A in den Bakterien nahezu nicht 
gebildet wird (Abb. 21A, Spur 1; Tab. 25). Dieses Ergebnis konnte durch die qPCR bestätigt 
werden. Das Verhältnis von LpcGI-2-A zum Kontrollgen, war bei ∆lpc1833 in beiden 
untersuchten Wachstumsphasen ca. 5,2 x10-7:1 (Abb. 22B, Tab. 25). Bei den Integrase 
Mutanten ∆lpc1884 und ∆lpc2123 stimmte das Verhältnis von LpcGI-2-A zu flaA, mit 
demjenigen von Lp Corby überein. Für ∆lpc1884 wurde in der exponentiellen Phase ein 
durchschnittlicher Wert von 2,177x 10-3:1 und in der stationären Phase ein Verhältnis von 
1,434 x 10-3:1 ermittelt (Abb. 22B, Tab. 25). Bei ∆lpc2123 betrug das Verhältnis von LpcGI-
2A zu flaA, in der exponentiellen Phase 1,162 x 10-3:1 und in der stationären Phase 6,778 x 10-
4:1 (Abb. 22B, Tab. 25). Für die zwei Integrase Mutanten ∆lpc1884 und ∆lpc2123 wurde im 
Vergleich zum „Wildtyp“, in der stationären Phase eine höhere Anzahl an Kopien von LpcGI-
2-A errechnet. Mittels T-Test konnte für diese Unterschiede keine Signifikanz festgestellt 
werden (Tab. 25). Der Anteil der episomalen Formen B (LpcGI-2-B) und AB (LpcGI-2-AB), 
war im Vergleich zur episomalen Form A (LpcGI-2-A) sowohl beim „Wildtyp“, als auch bei 
den Integrase Mutanten sehr gering (Tab. 24 und 25). Das Verhältnis von LpcGI-2-B bzw. 
LpcGI-2-AB zum chromosomalen Gen flaA, betrug beim „Wildtyp“ in beiden 
Wachstumsphasen ca. 4 x 10-7:1 bis 8 x 10-7:1 (Abb. 22B, Tab. 24). Dieses Verhältnis 
entspricht in etwa dem Verhältnis von LpcGI-2-A zu flaA bei der Integrase Mutante ∆lpc1833 
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(Abb. 22B, Tab. 25). Ähnliche Verhältnisse von LpcGI-2-B bzw. LpcGI-2-AB zu flaA wurden 
auch bei allen drei Integrase Mutanten bestimmt (Tab. 25). Neben der Frage nach dem 
Verhältnis der episomalen Formen von LpcGI-2 zu Chromosom, war auch das Verhältnis der 
episomalen Formen B und AB zur Form A beim „Wildtyp“ von Interesse. LpcGI-2-B lag in 
der exponentiellen Phase zu LpcGI-2-A in einem durchschnittlichen Verhältnis von 5,475 x 
10-4:1 vor und in der stationären Phase betrug das Verhältnis 9,465 x 10-4:1 (Abb. 22B, Tab. 
24). Das Verhältnis von LpcGI-2-AB zu LpcGI-2-A war ebenfalls in beiden 
Wachstumsphasen relativ ähnlich, 2,983 x 10-4:1(E-Phase) und 7,756 x 10-4:1 (S-Phase). Mit 
Hilfe der relativen Quantifizierung konnte deutlich gezeigt werden, dass die Bildung der 
episomale Form A, in einer bakteriellen Kolonie, deutlich häufiger erfolgt, als die der 
episomalen Formen B und AB. Die Daten der qPCR bestätigen die Ergebnisse der PCR. Im 
Vergleich zur episomalen Form A, für deren Detektion mittels PCR bereits 35 Zyklen 
ausreichen waren, war bei den Formen B und AB selbst mit 40 Zyklen nur eine schwache 
DNA-Bande sichtbar (Abb. 19C und Abb. 21). Zusätzlich konnte auch gezeigt werden, dass 
LpcGI-2-A im Vergleich zu LpcGI-2-B und LpcGI-2-AB in einer Legionella Kolonie in einer 
deutlich höheren Kopienzahl vorlag. Letztendlich waren aber die relative Anzahl der Kopien 
von LpcGI-2-A, deutlich unter dem Niveau eines chromosomalen Gens.  
 
 
3.2.3 Der Einfluss von Integrase und PilT auf die Konjugation 
Die Region I (lpc1857 bis lpc1880) der genomischen Insel LpcGI-2 von L. pneumophila 
Corby codiert für ein putatives Typ IV Sekretionssystem (Abb. 19A). Innerhalb dieser Region 
ist eine Legionella vir Region (lvrRABC; lpc1857 bis lpc1860) lokalisiert. Die Gene der 
Region I codieren für T4SS Komponenten, darunter ein VirB4-ähnliches Protein (lpc1874), 
ein TraG-ähnliches Membranprotein (lpc1877) und der konjugative Faktor TraD (lpc1880). 
Zudem wurden zwei pil-Gene identifiziert, die für ein PilL-ähnliches Protein (lpc1861) bzw. 
PilT (lpc1876) codieren. Die ATPase PilT wird für den Zusammenbau und Abbau des Pilus 
benötigt. 
In dieser Arbeit sollte mit Hilfe von Konjugationsexperimenten untersucht werden, inwiefern 
es sich beim putativen Typ IV Sekretionssystem der Region I von LpcGI-2, um ein 
funktionelles Konjugationssystem handelt. Als Donor fungierten der „wildtypische“ Stamm 
Lp Corby WT*, die Integrase Mutanten ∆lpc1833 und ∆lpc2123 und die Deletionsmutante 
∆pilT. Beim „wildtypischen“ Stamm WT* wurde zur Markierung der genomischen Insel eine 
 101 
ERGEBNISSE 
KmR-Kassette zwischen die Gene lpc1856 und lpc1857 kloniert. Bei Lp Corby ∆pilT wurde 
das Gen lpc1876 durch den Einbau einer KmR-Kassette deletiert. Die Herstellung der DNA-
Konstrukte, für die Deletionsmutante bzw. die Markierung von LpcGI-2, erfolgte wie bei den 
zuvor generierten Deletionsmutanten (siehe Methoden, 2.2.2.20 und 2.2.3.4). Der Einbau der 
KmR-Kassette wurde bei Lp Corby WT* mit dem Primerpaar GI-2-KmR-Rout und KmR-
XbaI-U nachgewiesen. Die Mutante ∆pilT wurde mittels spezifischer Primerpaare auf eine 
vollständige Deletion von lpc1876 (pilT-lpc1876-Uin/pilT-lpc1876-Rout) und auf den Einbau 
KmR-Kassette (pilT-1876-Rout/KmR-XbaI-U) kontrolliert. In der Konjugation fungierte der 
Stamm L. pneumophila Philadelphia-I JR32 (SmR) als Rezipient. Die Konjugation erfolgte in 
Anwesenheit von DNase I auf BCYE Agar. Zur Selektion der Transkonjuganten wurden 
Kanamycin- und Streptomycin-haltige BCYE Agarplatten verwendet (siehe Methoden, 
2.2.3.5). Für die Berechnung der Transkonjugationsrate wurde die Anzahl der 
Transkonjuganten durch die Anzahl des Donors dividiert.  
Die Ergebnisse der Konjugation zeigten, dass die genomische Insel LpcGI-2 vom 
wildtypischen Lp Corby Stamm WT*, in Lp JR32, mit einer Rate von 7,25 x 10-3 konjugiert 
wurde (Abb. 23). Bei der Mutante ∆pilT betrug die Konjugationsrate durchschnittlich 4,885 x 
10-5 und bei der Integrase Mutante ∆lpc1833 lag die Rate bei 4,955 x 10-5 (Abb. 23). Somit 
war die Transkonjugationsrate bei ∆pilT um einen Faktor von ca. 148 und bei ∆lpc1833 um 
einen Faktor von ca. 146 vermindert. Die Transkonjugationsraten beider Mutanten lagen 
damit deutlich unterhalb der Transkonjugationsrate des wildtypischen Stamms. Für die 
Konjugation mit dem Donor ∆lpc2123 wurde keine Transkonjugationsrate bestimmt. Die 
Konjugation mit dieser Integrase Mutante wurde zu einem späteren Zeitpunkt durchgeführt 
und diente lediglich zur Kontrolle. Dabei sollte untersucht werden, inwieweit das Element B 
von LpcGI-2 auch unabhängig von der gesamten Insel (AB) konjugiert werden kann. Da diese 
Integrase Mutante anstelle des Gens lpc2123 eine KmR-Kassette besaß, erfolgte hier die 





Abb. 23: Graphische Darstellung der Transkonjugationsraten von LpcGI-2. Als Donor dienten Lp Corby 
WT* bzw. die Deletionsmutanten ∆pilT und ∆lpc1833. Als Rezipient wurde Lp Phil-1 JR32 verwendet. Die 
Konjugation erfolgte unter Zugabe von DNase I, bei 30°C auf BCYE Agarplatten. Zur Selektion der 
Transkonjuganten dienten BCYE Agarplatten mit Kanamycin und Streptomycin. Die Konjugationsrate 
wurde bestimmt durch: Anzahl Transkonjuganten/Anzahl Donor. Die Transkonjugationsrate betrug bei 
Lp Corby WT* 7,25 x 10-3, bei ∆pilT 4,885 x 10-5 und bei der Integrase Mutante ∆lpc1833 4,955 x 10-5. Bei 
den hier angegebenen Werten handelt es sich jeweils um den Mittelwert aus zwei unabhängigen 
Experimenten. 
 
Die Transkonjuganten (TK) wurden mittels PCR (35 und 40 Zyklen) charakterisiert. Von 
Interesse war vor allem die Frage, ob auch in den Transkonjuganten die episomalen Formen 
A, B und AB von LpcGI-2 nachweisbar waren. Ebenso sollten die TK auf eine ortsspezifische 
Integration der genomischen Insel in das tRNAMet Gen (lpg2362) kontrolliert werden (Abb. 
25). Aus jedem Konjugationsansatz wurden jeweils 30 Klone auf das Gen lpg0402 (legA9) 
von Lp Phil-1 untersucht. Damit sollte ausgeschlossen werden, dass es sich bei den Klonen 
um den Donor handelte (Abb. 24A). Zusätzlich wurden die Transkonjuganten hinsichtlich der 
konjugierten genomischen Insel LpcGI-2 charakterisiert. Die jeweils 30 Transkonjuganten 
wurden zunächst auf das spezifische LpcGI-2 Gen lpc1850 untersucht (Abb. 24A). Die 
Kontrolle auf die spezifischen LpcGI-2 Gene lpc1833, lpc1884 und lpc2123, lieferte 
Aufschluss darüber, ob die gesamte genomische Insel (AB; lpc1833 bis lpc2121) bzw. nur das 
Element A (lpc1833 bis lpc1888) oder nur das Element B (lpc2136 bis lpc2121) konjugiert 
wurde. In der PCR wurden jeweils 10 Klone getestet. Diente der wildtypische Stamm Lp 
Corby WT* als Donor, war bei allen untersuchten Transkonjuganten (TKWT*) nur das Element 
A der genomischen Insel nachweisbar (Abb. 24A). Fungierten hingegen die 
Deletionsmutanten ∆pilT, ∆lpc1833 bzw. ∆lpc2123 als Donor, war die gesamten Insel LpcGI-
2 bei den TK nachweisbar (Abb. 24A). Dieses Ergebnis konnten zum einen durch die 
Detektion der episomalen Formen A, B und AB und zum anderen durch die Integration von 
LpcGI-2 in das Gen für die tRNAMet (lpg2362) der Transkonjuganten, bestätigt werden (Abb. 
24C und 25). Bei den Transkonjuganten TKWT* konnte nur die episomale Form A 
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nachgewiesen werden (Abb. 24B). Durch die PCR (40 Zyklen) mit den Primerkombinationen 
2/6+ und 3/4+ konnte gezeigt werden, dass dieser Teil der genomischen Insel auch 
ortsspezifisch in das tRNAMet Gen der Transkonjuganten integriert werden kann (Abb. 24C). 
Die PCR mit dem Primerpaar 1/2 lieferte bei TKWT* kein PCR-Produkt (Abb. 24C), was die 
Beobachtung bestätigte, dass nur das Element A konjugiert wurde. Bei den Transkonjuganten 
TK∆pilT und TK∆lpc2123 lagen hingegen alle drei möglichen episomalen Formen vor (Abb. 
24B). Erwartungsgemäß, lag die genomische Insel bei den Transkonjuganten TK∆lpc1833 nur in 
den episomalen Formen B und AB vor (Abb. 24B). Transkonjuganten, die nur die episomale 
Form B von LpcGI-2 besaßen, wurden nicht identifiziert. Analog zu TKWT* konnte auch für 
die Transkonjuganten TK∆pilT, TK∆lpc2123 und TK∆lpc1833 mit Hilfe der Primerpaare 2/6+ und 
3/4+ eine ortsspezifische Integration für das Element A von LpcGI-2 gezeigt werden (Abb. 
24C). Zusätzlich konnte für diese Transkonjuganten mit dem Primerpaar 5/6+ die 
chromosomale Form für die gesamte genomische Insel (AB) bzw. das Element B 
nachgewiesen werden (Abb. 24C). Die Integration der gesamten genomischen Insel LpcGI-2, 
in das tRNAMet Gen der Transkonjuganten, wurde auch über das PCR-Produkt 1/2 bestätigt 
(Abb. 24C). Hier lieferte das Primerpaar nur dann ein PCR-Produkt, wenn das Element A und 
B gleichzeitig in das tRNA Gen integriert waren. Das Intakte tRNAMet Gen wurde über die 
Primerkombination 4+/6+ bei allen Transkonjuganten, sowie dem Rezipienten Lp JR32 
detektiert (Abb. 24C). Für den Nachweis der Integration von LpcGI-2 in das Genom der 
Transkonjuganten, wurden aus jedem Konjugationsansatz jeweils drei TK kontrolliert. Alle 
Ergebnisse der Konjugation sind in Tabelle 17 zusammengefasst. In diesem Experiment 
wurde zum ersten Mal gezeigt, dass die genomischen Insel LpcGI-2 in einen anderen L. 
pneumophila Stamm konjugiert werden kann. Die Ergebnisse zeigen zudem, dass sowohl die 
gesamte Insel LpcGI-2, als auch nur das Element A konjugiert wird. Nach der Konjugation 
kann die genomische Insel LpcGI-2 in den drei möglichen zirkulären episomalen Formen A, 
B und AB vorliegen oder ortsspezifisch in das Chromosom der Transkonjuganten integriert 
werden. Zudem geht aus den Transkonjugationsraten hervor, dass die Konjugation der 





Abb. 24: PCR-Analyse der Transkonjuganten (TK) aus der Konjugation der genomischen Insel LpcGI-2 
in Lp Phil-I JR32 (Rezipient). Als Donor dienten jeweils der Stamm Lp Corby WT* und die Mutanten 
∆pilT, ∆lpc1833 und ∆lpc2123. Zur Darstellung der Ergebnisse aus der PCR-Analyse, ist hier aus jedem 
Konjugationsansatz nur jeweils ein Klon gezeigt. Folgende TK sind hier gezeigt: TKWT* (Klon 7), TK∆pilT 
(Klon 18), TK∆lpc1833 (Klon 2) und TK∆lpc2123 (Klon 6). Die TK, der Rezipient und die Donorstämme wurden 
kontrolliert (A) auf das Lp Phil-1 Gen lpg0402 (lpg0402-U/lpg0402-R), auf das spezifische LpcGI-2 Gen 
lpc1850 (lpc1850-U/lpc1850-R) und auf die Konjugation der gesamten genomischen Insel (Element A und 
B; lpc1833-lpc2121) durch den Nachweis der Gene lpc1833 (lpc1833-U/lpc1833-R), lpc1884 (lpc1884-
U/lpc1884-R) und lpc2123 (lpc2123-U/lpc2123-R). (B) auf das Vorliegen der episomalen und zirkulären 
Form A (2/3), der Form B (1/5) und der Form AB (3/5) von LpcGI-2. (C) auf die Integration der 
genomischen Insel in das tRNAMet Gen (lpg2362) der TK nach der Konjugation. Kontrolliert wurde auf 
die Integration des Elements A (3/4+ und 2/6+), des Elements B (2/6+ und 5/6+) und des gesamten Elements 
AB (3/4+ und 5/6+). Das Vorliegen der genomischen Insel in der Form AB wurde durch die 
Primerkombination 1/2 kontrolliert. Das intakte tRNAMet Gen (lpg2362) wurde durch das Primerpaar 
4+/6+ nachgewiesen. Die Zahlen 1, 2, 3, 4+, 5 und 6+ bezeichnen folgende Primer: 1=LpcGI-2-1U; 2= 
LpcGI-2-2R; 3= LpcGI-2-3U; 4+=trnM-lpg2362-R; 5= LpcGI-2-5R; 6+=trnM-lpg2362-U. Der Nachweis 
der Gene lp0402, lpc1850, lpc1833, lpc1884 und lpc2123 erfolgte in 35 PCR-Zyklen. Zur Detektion der 




Tab. 17: Zusammenfassung der Ergebnisse der Konjugation der genomischen Insel LpcGI-2 von L. 
pneumophila Corby in L. pneumophila Philadelphia-1 JR32. 
 Donor Rezipient Transkonjuganten 
Gen bzw. 
Primer 
LpC, WT* ∆pilT ∆lpc1833 ∆lpc2123 Lp JR32 TKWT* TK∆pilT TK∆lpc1833 TK∆lpc2123 
lpg0402 - - - - + + + + + 
lpc1850 + + + + - + + + + 
lpc1833 + + - + - + + - + 
lpc1884 + + + + - + + + + 
lpc2123 + + + - - - + + - 
Episomale Formen von GI3 
A (2/3) + + - + - + + - + 
B (1/5) + + + + - - + + + 
AB (3/5) + + + + - - + + + 
Chromosomale Formen von GI3 
2/6 + + + + - - - - - 
2/6+ - - - - - + + + + 
3/4 + + + + - - - - - 
3/4+ + + + + - + + + + 
5/6 + + + + - - - - - 
5/6+ - - - - - - + + + 
1/2 + + + + - - + + + 




Abb. 25: Schematische Darstellung der genomischen Insel LpcGI-2, die bei den Transkonjuganten 
innerhalb des tRNAMet Gens (lpg2362) integriert wird. Die Zahlen 1 bis 6 kennzeichnen die Orientierung 
und die Hybridisierungsstellen der Primer. 1=LpcGI-2-1U; 2=LpcGI-2-2R; 3=LpcGI-2-3U; 4+=trnM-
lpg2362-R; 5=LpcGI-2-5R; 6+=trnM-lpg2362-U. Zum Nachweis der episomalen Formen A, B und AB 
diente die Primerpaare 2/3, 1/5 und 3/5. Das intakte tRNAMet Gen wurde mit dem Primerpaar 4+/6+ 
detektiert. Die chromosomalen Formen der genomischen Insel wurde mit den Primerkombinationen 2/6+, 
3/4+ und 5/6+ nachgewiesen. 
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3.2.4 Die Bedeutung von LpcGI-2 für die Virulenz von L. pneumophila 
Corby 
Die LpcGI-2 spezifischen Integrase-Mutanten wurden bereits durch in vitro Experimente 
charakterisiert. Hier wurden die Mutanten in einem in vivo Experiment untersucht. Für die 
Integrase Mutante ∆lpc1833 wurde bereits in den vorangegangenen Experimenten ein 
Phänotyp beschrieben. Mittels PCR und qPCR konnte gezeigt werden, dass die von lpc1833 
codierte Integrase bei der Bildung der episomalen Form A, der genomischen Insel LpcGI-2, 
funktionell beteiligt ist (siehe Ergebnisse; 3.2.2). Ebenso wurde für ∆lpc1833 eine deutliche 
Verminderung der Transkonjugationsrate nachgewiesen (siehe Ergebnisse; 3.2.3).  
In diesem iv vivo Experiment sollte ein möglicher Einfluss der auf LpcGI-2 codierten 
Integrasen auf die Replikation von L. pneumophila Corby in Acanthamoeba castellanii ATCC 
30010 untersucht werden. Die Infektion erfolgte pro Stamm und pro Zeitpunkt in zwei 
Ansätzen und wie unter 2.2.4.1 (Methoden) beschrieben. Als Kontrolle diente der „Wildtyp“ 
Lp Corby (WT). Die Amöben wurden mit einer MOI von 0,01 infiziert. Die Auswertung des 
Infektionsexperimentes zeigte, dass alle drei Integrase Mutanten, ∆lpc1833, ∆lpc1884 und 
∆lpc2123 gleich gut in A. castellanii ATCC 30010 replizieren konnten. Ebenso infizierten die 
Integrase Mutanten, die hier verwendeten Amöben bei 37°C mit gleicher Effizienz, wie der 




Abb. 26: Replikation von L. pneumophila Corby „Wildtyp“ und der Deletionsmutanten ∆lpc1833, 





3.2.5 Die Verbreitung der genomischen Insel LpcGI-2 in der Gattung 
Legionella 
Die genomische Insel LpcGI-2 von L. pneumophila Corby ist innerhalb des tRNAMet Gens 
integriert und umfasst die Gene lpc1833 bis lpc2121 (Abb. 19A; Abb. 27; siehe Anhang Tab. 
26). In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass die genomische Insel LpcGI-2, in 
einen anderen L. pneumophila Stamm, durch Konjugation übertragen werden kann. Es stellte 
sich die Frage, inwieweit LpcGI-2 im Genus Legionella verbreitet ist. Mittels in silico 
Analysen wurden die bereits sequenzierten und publizierten Legionella Genome nach Genen 
durchsucht, die eine Homologie zu den LpcGI-2 codierten Genen aufwiesen.  
Im Genom von L. pneumophila Paris ist eine genomische Insel von ca. 130 kb codiert, die 
ebenfalls innerhalb eines tRNAMet Gens lokalisiert ist (Cazalet et al., 2004). Ähnlich zu 
LpcGI-2 ist auch die genomische Insel von Lp Paris (LppGI-2) aus zwei genomischen 
Elementen zusammengesetzt. Das größere Element umfasst die Gene lpp2311 bis lpp2409 
und das kleinere die Gene lpp2410 bis lpp2439 (Abb.27). Zwischen den beiden Elementen ist 
eine attR Sequenz lokalisiert. Eine zweite attR Sequenz wurde zwischen den Genen lpp2439 
und lpp2440 identifiziert. LppGI-2 codiert ebenfalls für ein putatives Typ IV 
Sekretionssystem (Abb. 27; Region I). Die Proteinsequenzen der Gene dieser Region I 
(lpp2375 bis lpp2398), sind durchschnittlich zu ca. 97 % zu den Genen der Region I von 
LpcGI-2 ähnlich. Innerhalb der Region von LppGI-2 wurden Gene identifiziert, die für 
ähnliche Proteine codieren, wie die Genprodukte der Region II (lpc1881 bis lpc1888) von 
LpcGI-2. Die Gene lpp2399, lpp2400, lpp2404, lpp2406, lpp2408 und lpp2409 codieren für 
Proteine mit unbekannter Funktion, die zu den LpcGI-2 Geneprodukten der folgenden Gene 
identisch sind: lpc1881 (90 %), lpc1882 (97 %), lpc1883 (90 %), lpc1885 (86 %), lpc1887 (94 
%) und lpc1888 (98 %). Die Sequenz der auf LppGI-2 lokalisierten Integrase (lpp2404) 
stimmt zu 92 % mit der LpcGI-2 Integrase (lpc1884) überein. Das Gen lpp2407 codiert für 
ein putatives Antirestriktionsprotein, welches eine 90 %-ige Ähnlichkeit zu dem Genprodukt 
von lpc1886 aufweist. Innerhalb der Region II, der genomische Insel von Lp Paris, ist zudem 
noch eine Transposase (lpp2402) und ein Protein eines Cobalt-Nickel Resistenzsystems 
(lpp2405) lokalisiert. Beide Genprodukte besitzen keine Ähnlichkeit zu LpcGI-2 codierten 
Proteinen. Gene, die auf der genomischen Insel von Lp Corby in der Region III lokalisiert 
sind, konnten auch innerhalb der entsprechenden Region von LppGI-2 identifiziert werden 
(Abb. 27). Die auf LppGI-2 codierten Effluxproteine CadA (lpp2370), HelA (lpp2371), HelB 
(lpp2372) und HelC (lpp2373), stimmen in ihrer Sequenz durchschnittlich zu ca. 98 % mit 
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den auf LpcGI-2 codierten Effluxproteinen (lpc1846-lpc1849) überein. Das Genprodukt von 
lpp2368, das „stromaufwärts“ der helABC Region lokalisiert ist, besitzt eine Ähnlichkeit zu 
lpc1841 (93 %). Hingegen sind die Gene lpp2367 bis lpp2319 von LppGI-2, zu Genen 
identisch, die bei Lp Corby auf der genomischen Insel LpcGI-1 lokalisiert sind. 
Interessanterweise sind die von lpp2318 bis lpp2312 codierten Proteine, hingegen wiederum 
zu ca. 94 bis 98 % zu den Genprodukten von lpc1839 bis lpc1833 ähnlich. Die 
Proteinsequenz der Integrase lpc1833 (Region III) ist zur LppGI-2 codierten Integrase 
lpp2312 (Region III) zu 98 % identisch. Innerhalb der Region IV von LppGI-2 wurden fünf 
Gene identifiziert, die auch innerhalb der Region IV von LpcGI-2 lokalisiert sind (Abb. 27). 
Die Gene lpp2428, lpp2418 und lpp2419 codieren für Proteine mit unbekannter Funktion und 
weisen in ihrer Proteinsequenz eine Ähnlichkeit von ca. 99 bis 100 % mit den Genprodukten 
von lpc2131, lpc2130 und lpc2129 auf. Für das Genprodukt von lpp2424 bzw. lpp2425 wurde 
nur eine geringe Übereinstimmung, zur Proteinsequenz von lpc2125 (51 %) bzw. lpc2124 (61 
%) gefunden (Abb. 27).  
Im Genom von L. pneumophila 130b ist die genomische Insel LGI-2 lokalisiert (Schroeder et 
al., 2010). LGI-2 ist Teil des ca. 150 kb großen genomischen Elements ROD, das die Gene 
lpw21181 bis lpw22871 umfasst und innerhalb des tRNAArg Gens integriert ist (Abb. 27). 
Ähnlich zu den bereits beschriebenen genomischen Inseln LpcGI-2 und LppGI-2, ist das 150 
kb große Element ROD aus zwei genomischen Elementen zusammengesetzt (Abb. 27). Beide 
Elemente sind durch eine attR Rekombinationsstelle getrennt, die in der „nicht“-codierenden 
Sequenz zwischen den Genen lpw22131 und lpw22141 lokalisiert ist. Eine zweite attR 
Rekombinationsstelle wurde zwischen den Genen lpw22871 und lpw22881 identifiziert. Auf 
dem Element LGI-2, das die Gene lpw21181 bis lpw22131 umfasst, ist ein putatives Typ IV 
Sekretionssystem (T4SS) codiert, dessen Genprodukte zu ca. 87 % zum LpcGI-2 codierten 
T4SS (Region I) identisch sind (Schroeder et al., 2010). Des Weiteren wurden vier 
Genprodukte innerhalb der Region II identifiziert, die in ihrer Proteinsequenz eine 
Übereistimmung, zu LpcGI-2 codierten Proteinen der Region II, aufweisen (Abb. 27). Die 
Genprodukte von lpw21871, lpw22011, lpw22101 und lpw22111 sind zu den codierten 
Proteinen der Gene lpc1881 (75 %), lpc1882 (76 %), lpc1885 (80 %) und lpc1886 (93 %) 
ähnlich. Innerhalb der Region III von LGI-2, werden von den Genen lpw21201 bis lpw21251 
Proteine codiert, die zu den Genprodukten von lpc1834 bis lpc1839 der Region III von 
LpcGI-2 identisch sind (Abb. 27). Die Proteinsequenzen weisen eine Ähnlichkeit von 87 bis 
98 % auf. Zwischen den Aminosäuresequenzen der putativen Integrasen lpw21181 (LGI-2) 
und lpc1833 (LpcGI-2) besteht nur eine Übereinstimmung von 59 % (Abb.27). Auf dem 
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zweiten genomischen Element von ROD, welches die Gene lpw22141 bis lpw22871 (Region 
IV) umfasst, ist u. a. ein Trb/Tra System codiert (Schroeder et al., 2010). Für Proteine, die auf 
diesem Element codiert sind, wurde keine Ähnlichkeit zu LpcGI-2 codierten Proteinen 
gefunden.  
Während der in silico Analyse wurde im Genom von Lp Corby eine weitere genomische Insel 
identifiziert, die eine zu LpcGI-2 ähnliche genomische Organisation aufweist .Die ca. 120 kb 
große genomische Insel LpcGI-1 ist innerhalb des tRNAThr Gens integriert und umfasst die 
Gene lpc2314 bis lpc2190 (Abb. 27). LpcGI-1 codiert ebenfalls für ein putatives Typ IVSS, 
das aber nur zu ca. 52 % mit demjenigen von LpcGI-2 identisch ist. Von den insgesamt acht 
Proteinen, die innerhalb der Region II auf LpcGI-2 codiert sind, wurden lediglich drei 
ähnliche Genprodukte auch innerhalb der Region II von LpcGI-1 identifiziert (Abb. 27). Das 
Genprodukt von lpc2306 zeigt nur eine 40 %-ige Übereinstimmung mit demjenigen von 
lpc1883. Die putative Integrase lpc2307 (LpcGI-1) weist zur Integrase lpc1884 (LpcGI-2) nur 
eine Ähnlichkeit von 59 % auf. Das von lpc2311 codierte Protein, ist zum 
Antirestriktionsprotein lpc1886 ebenfalls nur zu 61% ähnlich. Interessanterweise weisen die 
auf LpcGI-1 codierten HelABC Proteine (lpc2269 bis lpc2271) und CadA (lpc2268), zu den 
entsprechenden Proteinen von LpcGI-2 eine Ähnlichkeit von ca. 94 bis 98% auf. Die 
Genprodukte von lpc2267 und lpc2266, sind zu den von lpc1845 (85 %) und lpc1844 (97 %) 
codierten Proteinen identisch. Für alle weiteren auf LpcGI-1 codierten Proteine, konnte keine 
Ähnlichkeit zu Proteinen der genomischen Insel LpcGI-2 festgestellt werden (Abb. 27).  
Vor kurzem wurde das Genom des Stammes L. pneumophila 570-CO-H (ATCC 43290; 
Serogruppe 12) sequenziert (Amaro et al., 2012). Ein Sequenzabgleich für die Gene der 
genomischen Insel LpcGI-2 zeigte, dass im Genom von Lp 570-CO-H ein ähnliches 
genomisches Element vorliegt. Die Genregion lp12_2057 bis lp12_2104, stimmte mit den 
Genen der Regionen I, II und III von LpcGI-2 überein. Innerhalb der Genregion codieren die 
Gene lp12_2074 bis lp12_2097 für ein putatives GI-T4SS, das eine Übereinstimmung von ca. 
98 % mit dem GI-T4SS von LpcGI-2 aufweist. Es wurden jedoch weder „stromabwärts“, 
noch „stromaufwärts“ der Region lp12_2057-lp12_2104 ein tRNA Gen identifiziert, das als 
putativer Integrationsort dienen könnte. Ebenso konnten mittels in silico Analyse, im 
Vergleich zu LpcGI-2, für die Region lp12_2057-lp12_2104 keine flankierenden 





Abb. 27: Genomische Organisation von LpcGI-2 bei L. pneumophila Corby und ähnlichen genomischen Inseln bei den Legionella Stämmen Lp Paris (LppGI-2) und Lp 
130b (LGI-2), sowie der genomischen Insel LpcGI-1 von Lp Corby. Gene, die für ähnliche Proteine bzw. für Genprodukte mit gleicher Funktion codieren, sind mit gleicher 
Farbe hinterlegt. Das putative Typ IV Sekretionssystem ist mit grün hinterlegt. Die Farbe der Pfeile gibt die Ähnlichkeit, der von LppGI-2, LGI-2 und LpcGI-1 codierten 





3.3 Charakterisierung von LpcGI-1, LpcGI-Asn und LpcGI-Phe bei 
L. pneumophila Corby 
 
3.3.1 Die Analyse von LpcGI-1 
Die genomische Insel LpcGI-1 von L. pneumophila Corby hat eine Größe von 120.190 bp und 
umfasst die Gene lpc2314 bis lpc2190 (Abb. 28A; siehe Anhang, Tab. 27). Der G+C-Gehalt 
von LpcGI-1 beträgt ca. 40,5 % und ist um ca. 2 % höher als der G+C-Gehalt des Lp Corby 
Genoms. Die Insel besteht aus zwei genomischen Elementen. Das größere der beiden 
Elemente (A, lpc2314 bis lpc2204) wurde bereits in einer früheren wissenschaftlichen Arbeit 
beschrieben (Lautner, 2008). Dieser Teil der genomischen Insel umfasst die Regionen I bis 
III. Ähnlich zu LpcGI-2, ist auf LpcGI-1 in der Region I (lpc2273 bis lpc2296) ein putatives 
Typ IV Sekretionssystem lokalisiert. Innerhalb der Region III der genomischen Insel sind 
Gene lokalisiert, die für verschiedene Effluxsysteme (helABC, cebABC, cecABC), ATP-
abhängige Effluxpumpen (cadA, ctpA, copA1, copA2) und die Untereinheiten einer ATP-
Synthase codieren (Abb. 28A; Tab. 27). Während dieser Arbeit, wurde mittels in silico 
Analyse für LpcGI-1, ein zweites kleineres genomisches Element (B, 13.987 bp, lpc2203-
lpc2190) als Teil der Insel identifiziert und als Region IV benannt (Abb. 28A). Die Proteine, 
die in dieser Region codiert sind, wurden zunächst hinsichtlich putativer Funktionen und auf 
ihre Homologie zu Genprodukten anderer Legionella oder „nicht“-Legionella Stämme hin 
untersucht (Tab. 27). Innerhalb der Region IV sind zwei „Repeat“-Regionen, TP1 (lpc2199) 
und TP2 (lpc2197) lokalisiert. Des Weiteren sind innerhalb der Region IV Proteine (lpc2200, 
lpc2198) codiert, die über eine KAP_NTPase Domäne (pfam07693) verfügen. Neben einem 
Innenmembranprotein (lpc2195), der DNA/RNA Helikase Superfamilie II, ist auch eine 
Integrase (lpc2190) mit einer INT_P4 Domäne (cd00801) codiert, die der DNA_BRE_C 
Superfamilie (cl00213) der Tyrosin Rekombinasen angehört. Insgesamt sind auf LpcGI-1 drei 
Gene lokalisiert, die für putative Integrasen (lpc2307, lpc2204 und lpc2190) codieren (Tab. 
27). Die restlichen Gene der Region IV von LpcGI-1 codieren für Proteine mit unbekannter 
Funktion. 
LpcGI-1 ist innerhalb eines Gens (lpc2315, trnT) insertiert, welches für die tRNA-Threonin 
(tRNAThr) codiert. Ebenso wie für die genomische Insel LpcGI-2, wurden auch bei LpcGI-1 
zwei attR Sequenzen identifiziert, attR-1 und attR-2 (Abb. 28A). Die attR-1 Sequenz ist 
zwischen den Genen lpc2204 und lpc2203 lokalisiert und attR-2 befindet sich zwischen 
lpc2190 und lpc2189. Bei einer Integration der gesamten genomischen Insel LpcGI-1 
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(lpc2314 bis lpc2190) in das tRNAThr Gen, befindet sich auf der linken und rechten Seite die 
Rekombinationsstellen attL und attR-2. Die „attachment sites“ attL, attR-1 und attR-2 
besitzen eine Länge von 42 bp. Ein Vergleich der DNA-Sequenzen von attR-1 und attR-2 
zeigte, dass die Sequenzen identisch sind. Hingegen wurden beim Vergleich der attL Sequenz 
mit den attR Rekombinationsstellen, an fünf Positionen Unterschiede in der Nukleotidsequenz 
festgestellt (Abb. 28B, rot-markierte dN). Von 5‘→3‘ ist bei der attL Sequenz, im Vergleich 
mit den attR-Sequenzen, an Position 12 ein dG durch ein dT, an Position 18 ein dG durch ein 
dC, an Position 20 ein dA durch ein dC, an Position 28 ein dC durch ein dT und an Position 
32 ein dT durch ein dG ersetzt (Abb. 28B). Ähnlich wie bei LpcGI-2, wurden auch hier die 
Nukleotidsequenzen „stromaufwärts“ und „stromabwärts“ der Rekombinationsstellen 
hinsichtlich putativer DNA-Bindestellen für das IHF-Protein untersucht. In der Basenabfolge 
der genomischen Insel wurden vier DNA-Sequenzen identifiziert, die eine Übereinstimmung 
mit der IHF-Konsensussequenz WATCAANNNNTTR (W=dA oder dT; R=dA oder dG; 
N=jedes Nukleotid) aufwiesen (Abb. 28B). Die erste IHF-Sequenz AATCAATGAGTTA liegt 
„stromabwärts“ von attL und ist mit der Konsensussequenz identisch. Eine zweite Sequenz 
AATCAATAGGTCC wurde innerhalb der attR-1 Rekombinationsstelle gefunden, die jedoch 
an zwei Positionen von der IHF-Konsensussequenz abweicht. Ein dT ist in der zweiten 
Sequenz durch ein dC und das postulierte dA oder dG ist ebenfalls durch ein dC ersetzt. 
„Stromabwärts“ von attR-1 ist eine dritte DNA-Sequenz AATCAAGTAGTTA lokalisiert, die 
in ihrer Basenabfolge mit der IHF-Konsensussequenz übereinstimmt. Innerhalb der attR-2 
Rekombinationsstelle wurde eine vierte Sequenz AATCAATAGGTCC identifiziert. Diese 
vierte Sequenz ist zur zweiten Sequenz ähnlich und weicht ebenso an den zwei beschrieben 
Positionen von der postulierten IHF-Konsensussequenz ab. Eine fünfte Sequenz 
AATCAACTGGTTA ist im Chromosom von Lp Corby „stromabwärts“ von attR-2 lokalisiert 
und entspricht ebenfalls der IHF-Konsensussequenz (Abb. 28B).  
Für LpcGI-2 konnte bereits gezeigt werden, dass die genomische Insel in drei verschiedenen 
episomalen Formen existieren kann. Die genomische Organisation der Lp Corby Inseln 
LpcGI-2 und LpcGI-1 ist sehr ähnlich, daher stellte sich die Frage, inwieweit auch ähnliche 
episomalen Formen von LpcGI-1 vorliegen. Analog zu LpcGI-2, erfolgte der Nachweis der 
episomalen und chromosomalen Formen der genomischen Insel LpcGI-1 mittels PCR (35 und 
40 Zyklen), unter Verwendung spezifischer Primerpaare (Abb. 28D). Als Template diente in 





Abb. 28: (A) Genetische Organisation der genomischen Insel LpcGI-1 bei L. pneumophila Corby. (B) 
Darstellung der Integration von LpcGI-1 in das tRNAThr Gen mit den Rekombinationsstellen attL, attR-1 
und attR-2 (schwarze Pfeile). Abweichungen in der DNA-Sequenz der attR-Sequenzen zu attL, sind rot 
markiert. LpcGI-1 besteht aus den zwei Elementen A (blaue Sequenz) und B (hellblaue Sequenz). 
Chromosomale DNA ist in schwarzer Schrift dargestellt. Die Zahlen 1, 2, 3, 4 und 5 kennzeichnen die IHF-
Konsensussequenz WATCAANNNNTTR (W=dA oder dT; R=dA oder dG; N=jedes Nukleotid), die mit 
grau hinterlegt ist. (C) Ergebnisse der PCR Analyse von LpcGI-1. Zum Nachweis der episomalen Formen 
diente die Primerpaare 2/3 (Spur 1), 1/5 (Spur 5) und 3/5 (Spur 9). Das intakte tRNAThr Gen wurde mit 
dem Primerpaar 1/4 (Spur 2) und 4/6 (Spur 10) und attB‘ mit 2/6 (Spur 6) detektiert. Die chromosomale 
Form der genomische Insel wurde mit den Primerkombinationen 1/2 (Spur 3 und 7), 3/4 (Spur 4 und 11) 
und 5/6 (Spur 8 und 12) nachgewiesen. Die PCR erfolgte mit 35 und 40 (*) Zyklen. (D) Mechanismus bei 
der Bildung der zirkulären episomalen Formen A und B von LpcGI-1 aus der chromosomalen Form. Bei 
der Exzision rekombinieren die Rekombinationsstellen attL und attR-1 bzw. attR-2 zu attP bzw. attP‘. Die 
Zahlen 1 bis 6 kennzeichnen die Orientierung und die Hybridisierungsstellen der Primer. 1=LpcGI-1-1U; 
2=LpcGI-1-2R; 3=LpcGI-1-3U; 4=LpcGI-1-4R; 5=LpcGI-1-5R; 6=LpcGI-1-6U. (E) Nukleotidsequenz von 
attP und attP‘ (schwarzer Pfeil) bei den zirkulären Formen von LpcGI-1. Dargestellt sind  IHF-Sequenzen 
(grau hinterlegt), die DNA-Sequenzwiederholungen NTTTN (unterstrichen) und die IR-Sequenz (grüne 
Pfeile). (F) Nukleotidsequenzen der Rekombinationsstellen attB, attB‘ und attB‘‘ (schwarzer Pfeil), die 
nach der Exzision von LpcGI-1 in Chromosom verbleiben. 
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Um Rückschlüsse auf mögliche Rekombinationsmechanismen schließen zu können, wurden 
zusätzlich alle PCR-Produkte der zirkulären Formen A (2/3) und B (1/5) und der „intakten“ 
tRNA Gene (1/4 und 4/6) bzw. der attB‘ Sequenz (2/6) sequenziert. Wie bereits für LpcGI-2 
beschrieben, wurden die PCR-Produkte zunächst in den Vektor pGEM-T Easy kloniert und 
anschließend mit den MCS-Primern M13-U bzw. M13-R sequenziert. Zu Kontrolle der 
Ergebnisse, erfolgte auch hier für jedes PCR-Produkt die Sequenzierung mehrerer 
rekombinanter Plasmide, die von verschiedenen E. coli Klonen stammten. 
Für die Detektion der zirkulären episomalen Formen A wurden das Primerpaar 2/3 (LpcGI-1-
2R/LpcGI-1-3U) verwendet. Die Ergebnisse der PCR zeigten, dass das größere genomische 
Element A (lpc2314-lpc2204) aus dem Chromosom ausgeschnitten werden kann und in die 
episomale Form A überführt wird (Abb. 28C, Spur 1 und 28D). Durch die Exzision 
rekombinieren die attL und attR-1 Sequenzen zu attP. Durch die Sequenzierung des PCR-
Produktes 2/3 ließ sich erkennen, dass die Basenabfolge von attP, mit derjenigen von attL 
identisch ist (Abb. 28B und 28E). Das Ergebnis wurde durch die Sequenzierung von zwei 
Kolonen bestätigt. Durch eine nähere Betrachtung der Nukleotidsequenzen, wurden sowohl 
„stromaufwärts“, als auch „stromabwärts“ von attP, mehrere DNA-Sequenzwiederholungen 
der Form NTTTN gefunden. Zusätzlich wurde auch „stromabwärts“ von attP eine kurze 
„Inverted Repeat“ (IR) Sequenz 5‘-AATTAAT-N4-ATTAATT-3‘ identifiziert (Abb. 28E). Bei 
der Exzision des Elements A und der Bildung der zirkulären Form A, verbleibt im 
Chromosom von Lp Corby das „intakte“ tRNAThr Gen mit der Rekombinationsstelle attB 
(Abb. 28F). Das „intakte“ tRNAThr Gen wurde mit dem Primerpaar 1/4 (LpcGI-1-1U/LpcGI-
1-4R) amplifiziert (Abb. 28C, Spur 2) und anschließend sequenziert. Die Sequenzierung des 
PCR-Produktes 1/4 zeigte bei zwei Klonen eine Übereinstimmung der Sequenzen von attB 
und attR-1 (vgl. Abb. 28B und F).  
Durch die Kombination der Primer 1/5 (LpcGI-1-1U/LpcGI-1-5R), wurde das genomische 
Element B bzw. die Region IV auf eine episomale Form hin untersucht. Es zeigte sich, dass 
diese Region, ähnlich wie bei LpcGI-2, auch bei LpcGI-1 als zirkuläre episomale Form B 
vorliegen kann (Abb. 28C, Spur 5 und 28D). In diesem Fall kommt es zu einer 
Rekombination von attR-1 mit attR-2 zu attP‘. Aus den Daten der DNA-Sequenzierung des 
PCR-Produktes 1/5 ließ sich nicht erkennen, ob es sich bei attP‘ um die ursprüngliche 
Sequenz von attR-1 oder attR-2 handelt, da beide Sequenzen identisch sind. Die 
Nukleotidsequenz „stromaufwärts“ von attP‘, entspricht der DNA-Sequenz „stromaufwärts“ 
von attR-2. Ebenso stimmt die Basensequenz „stromabwärts“ von attP‘, mit der Sequenz 
„stromabwärts“ von attR-1 überein (vgl. Abb. 28B und E). Dieses Ergebnis wurde auch durch 
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die Sequenzierung von sechs Klonen bzw. rekombinanten Plasmiden bestätigt. Ähnlich zu 
attP, wurden auch „stromaufwärts“ und „stromabwärts“ von attP‘ kurze 
Sequenzwiederholungen der Form NTTTN identifiziert (Abb. 28E). Des Weiteren wurde 
ebenfalls „stromabwärts“ von attP‘ eine IR-Sequenz 5‘-TTAAATGGG-N104-CCCATTTAA-3‘ 
gefunden. Diese Sequenz weist zur IR-Sequenz von attP keine Ähnlichkeit auf. Mit dem 
Primerpaar 2/6 (LpcGI-1-2R/LpcGI-1-6U) wurde die Rekombinationsstelle attB‘ amplifiziert 
(Abb. 28C, Spur 6 und 28D). Die Sequenzierung von zwei Klonen ließ erkennen, dass nach 
der Rekombination von attR-1 und attR-2 und der daraus resultierenden Exzision des 
Elements B, eine Sequenz im Chromosom verbliebt, die mit attR-1 und den nachfolgenden 29 
Nukleotiden übereinstimmte (Abb. 28F).  
Es konnte hier gezeigt werden, dass sowohl das größere, als auch das kleine Element von 
LpcGI-1 als episomale Form A bzw. B vorliegen können. Nun stellte sich die Frage nach einer 
episomalen Form AB, wie sie bereits für die genomische Insel LpcGI-2 beschrieben wurde 
(siehe Ergebnisse, 3.2.1). Die Kombination der Primer 3/5 (LpcGI-1-1U/LpcGI-1-5R) wurde 
zur Detektion der zirkulären Form AB bzw. der gesamten genomischen Insel LpcGI-1 
(lpc2314-lpc2190) verwendet (Abb. 28D). Wie die Ergebnisse der PCR Analyse zeigten, 
konnte für LpcGI-1 auch mit 40 PCR-Zyklen die zirkuläre Form AB nicht nachgewiesen 
werden (Abb. 28B, Spur 9). Obwohl für LpcGI-1 keine zirkuläre Form AB detektiert werden 
konnte, wurde mit dem Primerpaar 4/6 (Lpc-GI4-4R/Lpc-GI4-6U) dennoch ein intaktes 
tRNAThr Gen amplifiziert (Abb. 28C, Spur 10). Wenn beide Elemente der genomischen Insel 
in den episomalen Formen A und B vorlagen, dann verblieb im bakteriellen Chromosom das 
„intakte“ tRNAThr Gen mit der Rekombinationsstelle attB“ (Abb. 28F). Die Sequenz von 
attB‘‘ und die Nukleotidsequenz „stromabwärts“ der Rekombinationsstelle, war bei beiden 
sequenzierten Klonen mit derjenigen von attR-1 bzw. der nachfolgenden Basensequenz 
identisch (vgl. Abb. 28B und F).  
Die chromosomalen Formen von LpcGI-1 konnten mit den Primerpaaren 1/2 (LpcGI-1-
1U/LpcGI-1-2R), 3/4 (LpcGI-1-3U/LpcGI-1-4R) und 5/6 (LpcGI-1-5R/LpcGI-1-6U) 
nachgewiesen werden (Abb. 28D). Die Ergebnisse lassen erkennen, dass das Element A (Abb. 
28C, Spur 3 und 4) und das Element B (Abb. 28C, Spur 7 und 8) unabhängig voneinander in 
einer chromosomalen Form existieren können. Ebenso kann auch die gesamte Insel als 
Element AB in das bakterielle Chromosom integriert sein (Abb. 28C, Spur 11 und 12).  
Wie bereits für die genomische Insel LpcGI-2 beschrieben wurde, kann auch LpcGI-1 sowohl 
in verschiedenen zirkulären episomalen, als auch in mehreren integrierten chromosomalen 
Formen existieren. In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die 
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genomische Insel LpcGI-1, in den zwei episomalen Formen A und B vorliegen kann. Die 
beiden Elemente A und B, aus denen die episomalen Formen hervorgehen, können 
unabhängig voneinander in einer zirkulären und chromosomalen Form existieren. Eine dritte 




3.3.2 Die Analyse von LpcGI-Asn 
Bei einem in silico „Screen“ der tRNA Gene auf insertierte genomische Elemente, wurde im 
Genom von L. pneumophila Corby eine weitere genomische Insel (LpcGI-Asn) identifiziert. 
LpcGI-Asn hat eine Größe von 6.066 bp (Abb. 29A; siehe Anhang, Tab. 28). Die genomische 
Insel ist innerhalb des für die tRNA-Asparagin (lpc0092, trnN; tRNAAsn) codierenden Gens 
insertiert und umfasst die Gene lpc0091 bis lpc0085 (Abb. 29A; Tab.28). LpcGI-Asn codiert 
u. a. für LvrA (lpc0088), einem Legionella vir Region Protein und einer Integrase (lpc0085). 
Die Proteinsequenz der LpcGI-Asn spezifischen Integrase weist eine INT_P4 Domäne 
(cd00801) auf und gehört zur DNA_BRE_C Superfamilie (cl00213) der Tyrosin 
Rekombinasen. Die Gene lpc0091 und lpc0090 codieren für Proteine mit unbekannter 
Funktion. Das Gen lpc0089 codiert für ein hypothetisches Protein. Ein BLAST der 
Proteinsequenz lieferte für lpc0089 weder eine Übereistimmung zu Sequenzen anderen 
Legionella Stämme, noch zu Proteinen anderer bisher sequenzierter Organismen. Die beiden 
Gene lpc0087 und lpc0086 codieren vermutlich für ein putatives Toxin-Antitoxin System. Das 
von lpc0087 codierte Protein, besitzt eine Übereistimmung von 64% zu einer putativen 
Antitoxin Komponente von Vibrio scophthalmi und verfügt über eine HTH_XRE Domäne 
(cd00093), die für Transkriptionsregulatoren charakteristisch ist. Die Proteinsequenz von 
lpc0086 ist zu 78 % mit einer putativen Toxin Komponente von Vibrio scolphthami identisch. 
Die Aminosäuresequenzen der beiden Gene (lpc0087 und lpc0086) sind zu 100 % mit den 
Aminosäuresequenzen, den von lpp0074 bzw. lpc0073 codierenden Proteinen identisch (Tab. 
28). 
Ist LpcGI-Asn in das bakterielle Chromosom integriert, dann befinden sich auf der linken und 
rechten Seite der genomischen Insel die Rekombinationsstellen bzw. „attachment sites“ attL 
und attR. Bei den Rekombinationsstellen von LpcGI-Asn handelt es sich um eine DNA-
Sequenz von 48 bp. Die attL und attR Sequenzen sind mit dem 3‘-Ende, des für die tRNAAsn 
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codierenden Gens identisch (Abb. 29B). Die attR-Sequenz ist zwischen den Genen lpc0085 




Abb. 29: (A) Genetische Organisation der genomischen Insel LpcGI-Asn bei L. pneumophila Corby. (B) 
Darstellung der Integration von LpcGI-Asn in das tRNAAsn Gen mit den Rekombinationsstellen attL und 
attR (schwarze Pfeile) Die DNA-Sequenz der genomischen Insel ist in blauer und die chromosomale DNA 
in schwarzer Schrift dargestellt. Die Zahlen 1, 2 und 3 kennzeichnen die IHF-Konsensussequenz 
WATCAANNNNTTR (W=dA oder dT; R=dA oder dG; N=jedes Nukleotid), die mit grau hinterlegt ist. (C) 
Ergebnisse der PCR Analyse von LpcGI-Asn. Zum Nachweis der episomalen Form diente das Primerpaar 
2/3 (Spur 1). Das intakte tRNAAsn Gen wurde mit dem Primerpaar 1/4 detektiert (Spur 2). Die 
chromosomale Form der genomische Insel wurde mit den Primerkombinationen 1/2 und 3/4 nachgewiesen 
(Spur 3 und 4). (D) Mechanismus bei der Bildung der zirkulären episomalen Form von LpcGI-Asn aus 
der chromosomalen Form. Bei der Exzision rekombinieren die Rekombinationsstellen attL und attR zu 
attP. Die Zahlen 1 bis 4 kennzeichnen die Orientierung und die Hybridisierungsstellen der Primer. 
1=LpcGI-Asn-1U; 2=LpcGI-Asn-2R; 3=LpcGI-Asn-3U; 4=LpcGI-Asn-4R. (E) Nukleotidsequenz der attP-
„site“ (schwarzer Pfeil) bei der zirkulären Form von LpcGI-Asn. Dargestellt sind IHF-Sequenzen (grau 
hinterlegt), die DNA-Sequenzwiederholungen NTTTN (unterstrichen) und die IR-Sequenz (grüne Pfeile). 
(F) Nukleotidsequenz der Rekombinationsstelle attB (schwarzer Pfeil), die nach der Exzision von LpcGI-





Auf der gnomischen Insel wurden zwei DNA-Sequenzen identifiziert, die eine 
Übereinstimmung mit der IHF-Konsensussequenz WATCAANNNNTTR (W=dA oder dT; 
R=dA oder dG; N=jedes Nukleotid) aufweisen. „Stromabwärts“ von attL befindet sich die 
DNA-Sequenz AATCAAATTTCTT, die zur IHF-Konsensussequenz ähnlich ist. Diese 
Sequenz weist an zwei Positionen eine Abweichung von der postulierten IHF-
Konsensussequenz auf. Ein dT ist hier durch ein dC ersetzt und anstelle der Nukleotidbasen 
dA oder dG, befindet sich ein dT. Eine zweite IHF-Konsensussequenz TATCAATAAATTA 
liegt „stromaufwärts“ von der attR Sequenz. Im Genom wurde „stromabwärts“ eine dritte 
DNA-Sequenz ATTCAAATAAACC identifiziert, die jedoch mit den Nukleotidbasen „ACC“, 
nicht der Form „TTR“ der IHF-Konsensussequenz entspricht (Abb. 29B). 
Die genomische Insel LpcGI-Asn ist mit rund 6 kb deutlich kleiner als die bisher untersuchten 
Inseln Trb-1, LpcGI-2 und LpcGI-1 und weist darüber hinaus auch eine andere genomische 
Organisation auf. LpcGI-Asn codiert ebenfalls für eine ortsspezifische Integrase, die eine 
Exzision der genomischen Insel katalysieren könnte. Eine interessante Frage war daher, ob es 
sich bei LpcGI-Asn nur um ein chromosomales Element handelt oder ob auch eine episomale 
Form existiert. Wie bereits bei den zuvor beschriebenen genomischen Inseln, erfolgte auch bei 
LpcGI-Asn die Charakterisierung mittels PCR (35 Zyklen). Als Template diente 
chromosomale DNA (200 ng/µl). Zum Nachweis der episomalen und chromosomalen Form 
von LpcGI-Asn wurden spezifische Oligonukleotide generiert (Abb. 29D). Für eine präzise 
Analyse wurde jeweils das PCR-Produkt der zirkulären Form (2/3) und des „intakten“ 
tRNAAsn Gens (1/4) sequenziert. Analog zu LpcGI-2 und LpcGI-1 wurden die PCR-Produkte 
zunächst in den Vektor pGEM-T Easy kloniert und anschließend sequenziert. Zur Kontrolle 
der Ergebnisse wurden die rekombinanten Plasmide aus jeweils zwei E. coli Klonen 
sequenziert. Das Primerpaar 2/3 (LpcGI-Asn-2R/LpcGI-Asn-3U) diente zur Detektion der 
zirkulären episomalen Form. Mit den Primerkombinationen 1/2 (LpcGI-Asn-1U/LpcGI-Asn-
2R) und 3/4 (LpcGI-Asn-3U/LpcGI-Asn-4R) wurde, die in das Chromosom integrierte Form 
nachgewiesen. Das „intakte“ tRNAAsn Gen wurde mit dem Primerpaar 1/4 (LpcGI-Asn-
1U/LpcGI-Asn-4R) amplifiziert. Die Ergebnisse lassen erkennen, dass die genomische Insel 
LpcGI-Asn in der bakteriellen Zelle sowohl in einer zirkulären episomalen (Abb. 29C, Spur 
1), als auch in einer integrierten chromosomalen Form vorliegen kann (Abb. 29C, Spur 3 und 
4). Bei einer Exzision der genomischen Insel konnte das „intakte“ tRNAAsn Gen detektiert 
werden (Abb. 29C, Spur 2). Die Exzision von LpcGI-Asn aus dem Chromosom und das 
Vorliegen als zirkuläre episomale Form, wurde zusätzlich durch die Sequenzierung der PCR-
Produkte 2/3 und 1/4 bestätigt. Bei der Exzision der genomischen Insel aus dem Chromosom, 
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rekombinieren die attL und attR-Sequenz zu attP (Abb. 29D und E). Im Chromosom verbleibt 
das intakte tRNAAsn Gen mit der attB Sequenz (Abb. 29F). Die DNA-Sequenzierung der 
PCR-Produkte 2/3 und 1/4 zeigt, dass die Sequenzen von attP und attB, zu denjenigen von 
attL bzw. attR identisch sind. In der zirkulären Form von LpcGI-Asn befindet sich 
„stromaufwärts“ von attP die IHF-Sequenz (2), welche in der genomischen Form 
„stromaufwärts“ von attR lag. Die IHF-Sequenz (1), die bei der chromosomalen Form von 
LpcGI-Asn, „stromabwärts“ von attL liegt, ist in der episomalen Form ebenfalls 
„stromabwärts“ von attP lokalisiert. Zusätzlich wurden „stromaufwärts“ und „stromabwärts“ 
von attP, kurze DNA-Sequenzwiederholungen der Form NTTTN gefunden. Auch eine 
„Inverted Repeat“ (IR) –Sequenz 5‘-AAATAAA-N24-TTTATTT-3‘ wurde „stromabwärts“ 
von attP identifiziert (Abb. 29E). Wie bereits für die genomischen Inseln LpcGI-2 und 
LpcGI-1, konnte in dieser Arbeit erstmals auch für LpcGI-Asn gezeigt werden, dass die Insel 




3.3.3 Die Analyse von LpcGI-Phe 
Neben LpcGI-Asn, wurde in dieser Arbeit durch eine in silico Analyse der tRNA Gene, ein 
weiteres genetisches Element identifiziert. Die genomische Insel LpcGI-Phe ist 11.554 bp 
groß und ist innerhalb des Gens trnF (lpc1383) lokalisiert, welches für die tRNA-
Phenylalanin (tRNAPhe) codiert (Abb. 30A). LpcGI-Phe umfasst die 12 Gene lpc1384-
lpc1395 (Abb. 30A; siehe Anhang, Tab. 29). Auf dem Element sind drei Gene lokalisiert, die 
für Transposasen codieren. Das Gen lpc1384 codiert für eine TpnA Transposase, die in ihrer 
Proteinsequenz eine „pfam1610“ Domäne besitzt. Eine zweite Transposase wird durch 
lpc1388 codiert. Dieses Protein besitzt eine ATP-bindende Sequenz und ein Walker-A-Motiv 
und gehört zur P-Loop-NTPase Superfamilie (cl09099). Beim Protein, welches durch lpc1389 
codiert wird, handelt es sich um eine putative Transposase, mit einer rve-Domäne 
(pfam00665). Auf dem genomischen Element LpcGI-Phe sind zwei putative Integrasen der 
DNA_BRE_C Superfamilie (cl00213) lokalisiert. Das von lpc1391 codierte Protein, ist 
ähnlich zu den Prophagen-Integrasen (pfam12835) und lpc1395 codiert für eine Integrase mit 
einer INT_P4 Domäne (cd00801). Die restlichen Gene, die auf LpcGI-Phe lokalisiert sind, 
codieren für Proteine mit bisher unbekannter Funktion. Für diese Proteine konnten lediglich 
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Gene anderer Legionella Stämme bzw. anderer Prokaryoten zugewiesen werden, die ebenfalls 
für Proteine unbekannter Funktion codieren (Tab. 29).  
Die in silico Analyse der Integrationsstellen zeigte, dass bei einer Integration von LpcGI-Phe 
in das Chromosom von Lp Corby, sich auf der linken und rechten Seite des Elements die 49 
bp langen Rekombinationsstellen attL und attR befinden. Durch den Vergleich der 
Basenabfolge von attL und attR ließ sich erkennen, dass die Sequenzen identisch sind (Abb. 
30B). Die attR-Sequenz liegt innerhalb des Gens lpc1396, welches ebenfalls für eine tRNAPhe 
codiert. „Stromabwärts“ von attL wurde die DNA-Sequenz AATCAATAGGTTA identifiziert, 
die identisch zur IHF-Konsensussequenz WATCAANNNNTTR (W=dA oder dT; R=dA oder 
dG; N=jedes Nukleotid) ist. Im Gegensatz zu LpcGI-Asn, wurde auf der genomischen Insel 
LpcGI-Phe „stromaufwärts“ von attR keine DNA-Sequenz gefunden, die eine Ähnlichkeit zur 
IHF-Konsensussequenz aufwies. Außerhalb des Elements, wurde „stromabwärts“ von attR, 
die DNA-Sequenz AATCAATGGCTCT identifiziert, die ähnlich zur IHF-Konsensussequenz 




Abb. 30: (A) Genetische Organisation der genomischen Insel LpcGI-Phe bei L. pneumophila Corby. (B) 
Darstellung der Integration von LpcGI-Phe in das tRNAPhe Gen mit den Rekombinationsstellen attL und 
attR (schwarze Pfeile). Die DNA-Sequenz der genomischen Insel ist in blauer und die chromosomale DNA 
in schwarzer Schrift dargestellt. Die Zahlen 1 und 3 kennzeichnen die IHF-Konsensussequenz 
WATCAANNNNTTR (W=dA oder dT; R=dA oder dG; N=jedes Nukleotid), die mit grau hinterlegt ist. (C) 
Ergebnisse der PCR Analyse von LpcGI-Phe. Zum Nachweis der episomalen Form diente das Primerpaar 
2/3 (Spur 1). Das intakte tRNAPhe Gen wurde mit dem Primerpaar 1/4 detektiert (Spur 2). Die 
chromosomale Form der genomische Insel wurde mit den Primerkombinationen 1/2 und 3/4 nachgewiesen 
(Spur 3 und 4). Die PCR-Reaktion erfolgte mit 35 bzw. 40 (*) Zyklen. (D) Schematische Darstellung von 
LpcGI-Phe in der chromosomalen Form. Die Zahlen 1 bis 4 kennzeichnen die Orientierung und die 




Ähnlich wie bei LpcGI-Asn, ist auch die genomische Organisation von LpcGI-Phe, zu den 
vergleichsweise großen Inseln Trb-1, LpcGI-2 und LpcGI-1 unterschiedlich. Jedoch codiert 
auch LpcGI-Phe für zwei ortsspezifische Integrasen. Daher war es von Interesse zu 
untersuchen, in wie fern auch die genomische Insel LpcGI-Phe in einer episomalen Form 
vorliegen kann. Die Kontrolle der genomischen Insel LpcGI-Phe auf eine zirkuläre episomale 
und eine chromosomale Form, erfolgte mittels PCR (35 und 40 Zyklen), mit chromosomaler 
DNA als Template (200 ng/µl). Zum Nachweis der episomalen und chromosomalen Formen, 
wurden analog zu den bisher untersuchten genomischen Inseln, spezifische 
Oligonukleotidpaare verwendet (Abb. 30D). Die Primerkombination 2/3 (LpcGI-Phe-
2R/LpcGI-Phe-3U) diente zum Nachweis der episomalen Form und mit 1/4 (LpcGI-Phe-
1U/LpcGI-Phe-4R) sollte das „intakte“ tRNAPhe Gen amplifiziert werden. Für die genomische 
Insel LpcGI-Phe konnte auch bei einer PCR mit 40 Zyklen, keine zirkuläre episomale Form 
detektiert werden (Abb. 30C, Spur 1). Erwartungsgemäß wurde auch kein „intaktes“ tRNAPhe 
(lpc1383) Gen amplifiziert (Abb. 30C, Spur 2). Die Integration von LpcGI-Phe in das 
Chromosom von Lp Corby, wurde mit den Primerpaaren 1/2 (LpcGI-Phe-1U/LpcGI-Phe-2R) 
und 3/4 (LpcGI-Phe-3U/LpcGI-Phe-4R) gezeigt. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die 
genomische Insel LpcGI-Phe bei Lp Corby vermutlich nur in einer chromosomalen Form 



















4.1 Die Analyse der genomischen Insel Trb-1 
 
4.1.1 Die Exzision und Konjugation von Trb-1 sind Integrase abhängig 
Die genomischen Inseln Trb-1 und Trb-2 von L. pneumophila Corby codieren jeweils für ein 
Konjugations-/Typ IVA Sekretionssystem, dessen Organisation eine Ähnlichkeit zur tra/trb 
Region des IncPβ Plasmids R751 von Enterobacter aerogenes aufweist. Es konnte bereits 
gezeigt werden, dass beide genomischen Inseln sowohl in einer zirkulären episomalen Form 
vorliegen können, als auch in das Chromosom von Lp Corby integriert werden können. In der 
chromosomalen Form ist Trb-1 in das tRNAPro Gen (lpc2778) und Trb-2 in das tmRNA Gen 
(lpc0163) insertiert (Glöckner et al., 2008). Neben dem Trb/Tra Konjugationssystem, ist auf 
jeder der genomischen Inseln eine ortsspezifische Integrase, Int-1 (lpc2818) und Int-2 
(lpc0199), codiert. Die ortsspezifischen Integrasen Int-1 und Int-2 sind Tyrosin-
Rekombinasen, die zur DNA_BRE_C Superfamilie (cl00213) gehören. Die Mitglieder dieser 
Familie verfügen über eine C-terminale katalytische Domäne und über einen Tyrosinrest im 
aktiven Zentrum des Enzyms (Grindley et al., 2006; Rajeev et al., 2009). 
Von Glöckner et al., (2008) wurde bereits spekuliert, dass die auf Trb-1 und Trb-2 
lokalisierten Integrasen, die Mechanismen der Integration und Exzision, der jeweiligen 
genomischen Insel katalysieren könnten. Die These konnte in dieser Arbeit für Trb-1 
experimentell, durch die Generierung einer Integrase Deletionsmutante (∆int-1; 
lpc2818::KmR), beim Stamm Lp Corby belegt werden. Die Ergebnisse der PCR- und Real-
time PCR (qPCR) Analysen zeigen deutlich, dass die Mechanismen der Exzision und 
Integration, bei Trb-1 von der ortsspezifischen Integrase Int-1 abhängig sind. Im Vergleich 
zum „Wildtyp“ Lp Corby, konnte bei der Integrase Mutante ∆int-1 mittels PCR keine 
zirkuläre episomale Form von Trb-1 (Trb-1ci) detektiert werden. Auch das „intakte“ tRNAPro 
Gen wurde bei ∆int-1 nicht amplifiziert. Die Ergebnisse der PCR-Analyse konnten durch eine 
qPCR-Analyse bestätigt werden. Die Daten der qPCR zeigen, dass im Vergleich zum 
„Wildtyp“, bei ∆int-1 die Bildung der zirkulären episomalen Form Trb-1ci ca. um das 30-fache 
reduziert war. Trb-1 lag bei der ∆int-1 Mutante hauptsächlich in der chromosomalen Form 
vor. Dennoch konnten bei der Integrase Mutante geringe Mengen der episomalen Form 
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detektiert werden. Es ist bisher noch nicht untersucht worden, welche weiteren Proteine an der 
Exzision von Trb-1 beteiligt sind. Für den Lambda Phagen ist bekannt, dass an der Exzision 
des Phagen zusätzlich auch eine Exzisionase beteiligt ist (Cho et al., 2002). Auf den 
genomischen Inseln Trb-1 und Trb-2 ist jeweils ein putatives Exzisionase-ähnliches Protein 
(lpc2780; 65 Aminosäuren bzw. lpc0198; 68 Aminosäuren) codiert (Glöckner et al., 2008). Es 
ist auch nicht ganz auszuschließen, dass eine Integrase unabhängige Exzision von Trb-1, 
durch die Aktivität von RecA vermittelt werden könnte. Das E. coli RecA-Protein spielt eine 
wichtige Rolle in der DNA Reparatur und katalysiert durch eine Rekombinaseaktivität den 
Austausch von dsDNA Molekülen (Bell, 2005). L. pneumophila codiert ebenfalls für ein 
funktionelles RecA Protein (Dreyfus, 1989). Aufschluss über eine mögliche Beteiligung von 
RecA an der Exzision von Trb-1 bei Lp Corby, könnte nur die Generierung einer ∆int-1∆recA 
Doppelmutante geben. Hingegen konnten keine Hinweise gefunden werden, dass der Verlust 
der Funktion von Int-1, durch die Aktivität der ortsspezifischen Integrase Int-2 
komplementiert werden könnte. Eine Komplementation von Int-1 durch Int-2 kann auch 
anhand der Ergebnisse aus der PCR-Analyse und aufgrund der geringen Homologie zwischen 
Int-1 und Int-2 ausgeschlossen werden. Die Aminosäuresequenzen von Int-1 und Int-2 zeigen 
nur eine Übereinstimmung von 38 % (Glöckner et al., 2008). Zudem weist die Trb-1 Integrase 
in ihrer Sequenz eine Ähnlichkeit zu P4 Integrasen (cd00801) von Bakteriophagen auf, die u. 
a. in Verbindung mit temperenten Phagen, integrativen Plasmiden, Pathogenitätsinseln und 
anderen genomischen Elementen gefunden werden (Buchrieser et al., 1998; Pierson und 
Kahn, 1987). Bei der Integrase Int-2 handelt es sich hingegen um eine putative Lambdoid 
Prophagen Integrase, die mit den Int_phiCTX Phagen Integrasen (cd01191) verwandt ist 
(Huber und Waldor, 2002). Da die genomischen Inseln Trb-1 und Trb-2 in unterschiedliche 
tRNA Gene integrieren, erkennen Int-1 und Int-2 jeweils unterschiedliche 
Rekombinationsstellen, wodurch eine gegenseitige Komplementation ebenfalls fraglich ist. 
Bei den nahe verwandten Phagen-Integrasen λ und HK022 wurde festgestellt, dass durch 
Unterschiede in der Erkennungssequenz, eine Rekombination an den att-Sequenzen der 
jeweils anderen Integrase nicht vermittelt werden kann (Nagaraja und Weisberg, 1990). Die 
Ergebnisse der PCR-Analyse zeigen auch, dass der Funktionsverlust der ortsspezifischen 
Integrase von Trb-1, keinen Einfluss auf die Bildung der zirkulären episomalen Form von 
Trb-2 hat. Die episomale Form von Trb-2 wurde bei ∆int-1 und dem „Wildtyp“ in relativ 
gleichem Maße amplifiziert. 
Die genomische Insel Trb-1 codiert für ein funktionelles Trb/Tra Konjugationssystem und 
kann sowohl in andere L. pneumophila, als auch in andere Legionella Spezies transferiert 
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werden. Trb-1 kann ortsspezifisch in das Chromosom der Transkonjuganten integriert werden 
oder in einer episomalen Form vorliegen (Glöckner et al., 2008). Die phänotypische 
Charakterisierung der Mutante ∆int-1 mittels Konjugationsexperimenten zeigte für Trb-1, im 
Vergleich zum „wildtypischen“ Lp Corby Stamm WT°, eine deutlich verminderte 
Konjugationsrate. Fungierte ∆int-1 als Donor, war die Konjugationsfrequenz von Trb-1 in den 
L. pneumophila Stamm Phil-I JR32 um das 68-fache niedriger als bei Lp Corby WT°. Die 
Ergebnisse lassen erkennen, dass Trb-1 überwiegend bzw. mit einer höheren Frequenz 
transferiert wird, wenn die genomische Insel in einer episomalen Form vorliegt. Demnach 
sind für eine höhere Transferrate von Trb-1, eine funktionelle Integrase und die Exzision der 




Abb. 31: Vergleich der Aminosäuresequenzen der ortsspezifischen Integrasen von Trb-1 (lpc2818) und 
pLP45 (lpg1229). Zwischen Int-1 und Lpg1229 besteht eine Homologie von 78 % (Glöckner et al., 2008). 
Der Sequenzvergleich erfolgte hier über ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/). 
 
Interessanterweise zeigte die PCR-Analyse, dass Trb-1 auch bei einem Funktionsverlust der 
Integrase Int-1, ortsspezifisch in das Chromosom der Transkonjuganten integrieren werden 
kann. Die zirkuläre episomale Form der genomischen Insel war ebenfalls detektierbar. Der 
Verlust der Int-1 Aktivität könnte möglicherweise durch eine Integrase des Rezipienten bzw. 
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der Transkonjuganten komplementiert werden. Die Aminosäuresequenz von Int-1 ist zu 78 % 
zur Integrase Lpg1229 von Lp Phil-I (Abb. 31) homolog (Glöckner et al., 2008). Darüber 
hinaus wird Lpg1229, wie auch Int-1, zu den P4 Phagen-ähnlichen Integrasen zugeordnet. 
Das Gen lpg1229 ist auf dem Plasmid pLP45 von Lp Phil-1 codiert. Ähnlich zu Trb-1 existiert 
auch pLP45 in einer chromosomalen, innerhalb der tRNAArg integrierten und einer 
extrachromosomalen Form (Chien et al., 2004). Zudem wurde aufgrund der sehr ähnlichen att 
Sequenzen beider Integrasen, bereits von Glöckner und Kollegen (2008) spekuliert, dass die 
Mechanismen der Integration und Exzision bei Trb-1 und pLP45 ähnlich sein könnten. 
Ebenso könnte der Int-1 unabhängige Rekombinationsmechanismus der Integration, bei den 
Transkonjuganten durch die Rekombinase RecA vermittelt werden. Sowohl für die 
genomische Insel HPI von Yersinia pseudotuberculosis, als auch für das konjugative 
Transposon CTnPg1 von Porphyromonas gingivalis ist bekannt, dass die Integration der 
Elemente in das Genom der Rezipienten RecA-abhängig erfolgen kann (Lesic und Carniel, 
2005; Naito et al., 2011). Insgesamt lassen die Ergebnisse die Schlussfolgerung zu, dass die 
ortsspezifische Integrase Int-1 an der Integration und Exzision von Trb-1 beteiligt ist. Es ist 
jedoch möglich, dass bei einer fehlenden Aktivität der Integrase, die Integration von Trb-1 in 
das Genom der Transkonjuganten, auch durch einen RecA-abhängigen Mechanismus erfolgen 
könnte. 
Bei der genomischen Insel Trb-1 handelt es sich um ein integratives und konjugatives 
Element, das als  ICE (integrative conjugative element) klassifiziert werden kann. In dieser 
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Exzision von Trb-1 ortsspezifisch in einem Integrase-
abhängigen Prozess erfolgt. Trb-1 codiert zudem für ein funktionelles Trb/Tra 
Konjugationssystem, das die Konjugation der genomischen Insel in andere Legionella 
Stämme vermitteln kann. Anschließend kann Trb-1 in das Genom der Transkonjuganten 
innerhalb des tRNAPro Gens integriert werden (Glöckner et al., 2008). Als ICEs werden 
genomische Elemente bezeichnet, die durch eine ortsspezifische Exzision aus dem 
bakteriellen Chromosom, in eine zirkuläre und episomale Form überführt werden können. Die 
konjugativen Elemente können nach der Konjugation in das Genom der Transkonjuganten 
integriert werden. Hierbei dienen häufig tRNA Gene als Integrationsort (Bellanger et al., 








4.1.2 Die Funktion der Legionella vir Region 
Genomische Inseln und konjugative Elemente sind im Genus Legionella weit verbreitet. Ein 
gemeinsames Merkmal einiger dieser genomischen Inseln ist die Anwesenheit einer 
Legionella vir Region (lvr), welche die Gene lvrR oder auch prpA und lvrABC umfasst 
(Cazalet et al., 2004; Gomez-Valero et al., 2011). Das Trb/Tra Konjugationssystem der 
genomischen Inseln Trb-1 und Trb-2 ist ebenfalls mit einer lvr-Region assoziiert, die bei Trb-
1 durch die Gene lpc2816 bis lpc2813 codiert wird (Glöckner et al., 2008). LvrR (lpc2816) ist 
ein putativer Phagen-Repressor, der zur Familie der HTH_XRE ähnlichen Proteine (cd00093) 
zugeordnet wird. Bei den Mitgliedern dieser DNA-bindenden Proteinfamilie handelt es sich 
um Transkriptionsregulatoren, die über eine charakteristische „Helix-turn-helix“ (HTH) 
Domäne verfügen. Zudem besitzt LvrR ein S24_LexA Peptidase (cd06529) ähnliches Motiv, 
das u. a. bei Phagen-Repressoren, wie z. B. beim Lambda Phagen-Repressor, bei Proteinen 
des zellulären SOS-Reparatursystems und anderen DNA-bindenden Proteinen, wie der DNA 
Polymerase UmuD, gefunden wird (Fernandez De Henestrosa et al., 2000; Hochschild und 
Lewis, 2009; Pham et al., 2001). Die Gene lvrA (lpc2815) und lvrB (lpc2814) codieren für 
Proteine mit unbekannter Funktion. Das Gen lvrC (lpc2813) codiert für ein Protein, das zu 
CsrA homolog ist. Der globale Regulator CsrA ist ein RNA bindendes Protein, das eine 
wichtige Funktion im biphasischen Lebenszyklus von L. pneumophila besitzt. Das Protein 
fungiert als negativer Regulator, der den Wechsel zwischen replikativer und transmissiver 
Phase steuert. CsrA bindet an mRNA-Moleküle und verhindert dadurch während der 
replikativen Phase die Expression der transmissiven Gene (Molofsky und Swanson, 2003). 
Durch die Analyse der ∆lvrRABC und ∆lvrR Deletionsmutanten, konnte in dieser Arbeit 
erstmals gezeigt werden, dass die lvr-Region eine regulatorische Funktion bei der Bildung der 
episomalen Form von Trb-1 (Trb-1ci) besitzt. Die Ergebnisse aus der PCR und qPCR lassen 
erkennen, dass bei beiden lvr-Mutanten die genomische Insel deutlich häufiger in einer 
episomalen Form vorlag, als beim „Wildtyp“ Stamm Lp Corby. Dies lässt die 
Schlussfolgerung zu, dass die Exzision und Bildung von Trb-1ci durch die lvr-Region negativ 
reguliert wird. Die Ergebnisse der PCR-Analyse zeigen, dass die negative Regulation durch 
die lvr-Region sowohl bei der in vitro Replikation auf BCYE-Agar, als auch bei der in vivo 
Replikation in A. castellanii erfolgt. Durch die Generierung und Analyse der ∆lvrR Mutante 
konnte zudem gezeigt werden, dass der putative Phagen-Repressor LvrR für die negative 
Regulation der genomischen Insel verantwortlich ist. Bei ∆lvrR lag Trb-1 im Vergleich zum 
„Wildtyp“, in der exponentiellen Phase um das ca. 68-fache häufiger in der episomalen Form 
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vor. Die qPCR-Analyse der ∆lvrRABC Mutante zeigte, dass die Expression von int-1 
(lpc2818) während der exponentiellen Phase ca. um das 2,6-fache signifikant hochreguliert 
war. Dieses Ergebnis ist konform mit der Bildung von Trb-1ci bei ∆lvrRABC. Im Vergleich 
zum „Wildtyp“, erfolgte bei der Mutante ∆lvrRABC die Bildung von Trb-1ci um das ca. 147-
fache häufiger. Wie bereits gezeigt werden konnte, wird die Integrase Int-1 für die Exzision 
der genomischen Insel benötigt. Die verstärkte Expression der ortsspezifischen Integrase in 
der ∆lvrRABC Mutante, könnte demnach dazu führen, dass Trb-1 häufiger in die episomale 
Form überführt wird. Auch die Expression von lpc2819 war bei ∆lvrRABC ca. um das 1,9-
fache hochreguliert. Das Gen lpc2819 codiert für ein Protein mit einem Pfam_Abi_2 Motiv 
(pfam07751). Bei den Abi (Abortive infection) Proteinen handelt es sich um DNA-bindende 
Proteine, die an der Resistenzausbildung gegenüber Bakteriophagen beteiligt sind (Chopin et 
al., 2005). In wie weit das Genprodukt von lpc2919 auch an der Exzision und Integration von 
Trb-1 beteiligt ist, wurde bisher noch nicht experimentell untersucht. Die Gene lpc2819 und 
int-1 sind im Genom von Lp Corby in der gleichen Orientierung codiert und das Stopcodon 
von lpc2819 und das Startcodon von int-1 werden nur durch 2 bp getrennt. Es wäre daher 
denkbar, dass die Gene lpc2819 und int-1 als polycistronische mRNA exprimiert und über 
einen gemeinsamen Operator reguliert werden. LvrR könnte als negativer Regulator direkt die 
Transkription der Gene lpc2819 und int-1 reprimieren. Dies hätte eine verminderte 
Proteinsynthese von Int-1 zur Folge, wodurch Trb-1ci seltener gebildet werden würde. 
Alternativ könnte LvrR als positiver Regulator fungieren, der die Expression von lvrC 
aktiviert. Anschließend reguliert LvrC post-transkriptional die Expression von lpc2819 und 
int-1, indem das CsrA Homolog an die mRNA Transkripte bindet und so die Synthese der 
Proteine Lpc2819 und Int-1 verhindert. Das Regulatorprotein CsrA bindet an mRNA 
Transkripte mit einem AGGA/TGGA Motiv in der Leader-Sequenz (Dubey et al., 2005; Liu 
und Romeo, 1997; Romeo, 1998). Am 5‘-Ende der Nukleotidsequenz wurden bei lpc2819 und 
int-1 AGGA und TGGA Motive identifiziert, die als putative Bindestellen für das CsrA 
Homolog dienen könnten (Abb. 32). Die Analyse der Genexpression zeigt auch, dass beim 
Wildtyp lvrC in der postexponentiellen Phase signifikant hochreguliert war. Dies könnte 
möglicherweise auf eine Aktivierung durch LvrR zurückgeführt werden. Zur Überprüfung der 
Hypothese bezüglich der Funktion von LvrC, ist die Analyse einer ∆lvrC Deletionsmutante 
erforderlich. Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht eine ∆lvrC Deletionsmutante zu 
generieren. Bei der PCR-Kontrolle der Klone war trotz des Einbaus der KmR-Kassette, auch 
das „wildtypische“ Gen detektierbar. Es wäre möglich, dass während der Klonierung in den 
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bakteriellen Zellen mehr als eine episomale Form von Trb-1 vorlag, wodurch nur eine 




Abb. 32: Darstellung der AGGA/TGGA Motive (grau markiert) am 5‘-Ende der DNA-Sequenz von 
lpc2819 bzw. int-1 (lpc2818) von L. pneumophila Corby, die als putative Bindestellen für das CsrA-
homologe Protein LvrC (lpc2813) dienen.  
 
Die Detektion von Trb-1ci mittels qPCR, lässt bei Lp Corby eine geringe Zunahme der 
episomalen Form in der späten Wachstumsphase erkennen. Die Exzision und Bildung von 
Trb-1ci war beim „Wildtyp“ in der stationären Phase nur um das ca. 2-fache erhöht. Eine 
Wachstumsabhängige Exzision, wie sie beim Plasmid ähnlichen Element pLP45 von L. 
pneumophila Paris beobachtet wurde, konnte für Trb-1 nicht festgestellt werden. Das Plasmid 
pLP45 codiert für das Lvh-System und existiert ähnlich wie Trb-1, in einer chromosomalen 
und episomalen Form, die verstärkt in der exponentiellen Phase gebildet wird (Cazalet et al., 
2004; Doleans-Jordheim et al., 2006). Im Vergleich zu pLP45, erfolgt bei Trb-1 der Wechsel 
zwischen chromosomaler und episomaler Form nahezu unabhängig von der Wachstumsphase. 
Die Frage inwieweit Trb-1ci, analog zu pLP45 in der bakteriellen Zelle auch in mehrfacher 
Kopie vorliegt, kann anhand der qPCR-Daten nicht beantwortet werden. Anders als bei 
pPL45, beträgt das Verhältnis von Trb-1ci zum chromosomalen Gen flaA während der 
exponentiellen Phase 1,065 x 10-4:1. Bei den beiden lvr-Mutanten ist das Verhältnis zwar um 
ein Vielfaches geringer, aber auch hier lag die Menge an Trb-1ci deutlich unterhalb der des 
Chromosoms. Einen Hinweis, dass Trb-1ci in der bakteriellen Zelle möglicherweise in 
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mehrfacher Kopie vorliegen könnte, liefert die PCR-Analyse von Lp Corby „Wildtyp“ (siehe 
Ergebnisse, Abb. 9C). Bei gleicher DNA-Konzentration wurde deutlich mehr PCR-Produkt 
für Trb-1ci (2/3), als vom „intakten“ tRNAPro Gen (1/4) amplifiziert. Insgesamt ist jedoch der 
Mechanismus der Exzision von Trb-1 bei Lp Corby ein relativ seltenes Ereignis. In wie weit 
ein Zusammenhang zwischen der Expression der Trb-1 Gene und der Exzision der 
genomischen Insel besteht, ist bisher unklar. Auffällig war jedoch, dass bei der ∆int-1 Mutante 
die Expression aller untersuchten Trb-1 Gene in der postexponentiellen Phase 
herunterreguliert war. Beim „Wildtyp“ wurden die Gene während der exponentiellen und 
postexponentiellen Phase relativ konstant exprimiert und nur drei (lvrC, trbB und mutX) der 
zehn untersuchten Gene waren hochreguliert. Bei einem Zusammenhang zwischen 
Genexpression und Exzision von Trb-1 sollte, basierend auf den Ergebnissen der ∆int-1 
Mutante, erwartungsgemäß bei ∆lvrRABC die Expression der Trb-1 Gene hochreguliert sein. 
Für die Mutante ∆lvrRABC war hier, mit Ausnahme der Gene lpc2819 und int-1, kein 
eindeutiger Trend erkennbar.  
 
 
4.1.3 Die Bedeutung von Trb-1 für die Fitness von L. pneumophila Corby 
Legionella pneumophila ist ein Umweltbakterium und ein humanpathogener Erreger. In 
Süßwasserhabitaten dienen freilebende Protozoen für L. pneumophila als natürliche 
Wirtsorganismen und die Erreger können ebenso in Alveolarmakrophagen und humanen 
Monozyten effizient replizieren (Fields, 1996; Fields et al., 2002; Horwitz und Silverstein, 
1980). Die Replikation erfolgt in Amöben und Makrophagen nach einem ähnlichen 
Mechanismus und erfordert ein funktionelles Typ IVB bzw. Dot/Icm Sekretionssystem 
(Andrews et al., 1998; Gao et al., 1997; Segal und Shuman, 1997). Zusätzlich zum Dot/Icm 
System codieren die Stämme von L. pneumophila und anderen Legionella Spezies für 
verschiedene Typ IVA Sekretionssysteme (Glöckner et al., 2008; Gomez-Valero et al., 2011; 
Segal et al., 1999). Typ IV Sekretionssysteme (T4SS) sind eng mit der bakteriellen Virulenz 
assoziiert und ermöglichen eine direkte Translokation von Proteinen und DNA-Molekülen in 
die Wirtszellen (Ding et al., 2003). Das Trb/Tra Konjugationssystem von L. pneumophila 
Corby wird als T4ASS klassifiziert und ist jeweils auf den genomischen Inseln Trb-1 und Trb-
2 lokalisiert. Die Analyse von Lp Corby zeigte, dass Trb-1 auch während der Replikation in A. 
castellanii in einer episomalen zirkulären Form vorliegen kann. Zudem wurde bei der 
Mutante ∆lvrRABC, in Bezug auf die episomale Form von Trb-1 (Trb-1ci), in vivo und in vitro 
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Experimenten ein ähnlicher Phänotyp festgestellt. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass die 
Exzision und Bildung von Trb-1ci bei Lp Corby unabhängig von einer in vivo und in vitro 
Replikation erfolgen kann. Lag Trb-1 größtenteils in der chromosomalen Form vor, wie dies 
bei der Mutante ∆int-1 der Fall war, hatte dies keinen nachweisbaren Effekt auf die 
Replikation von Lp Corby in A. castellanii. Ebenso replizierte auch ∆lvrRABC in A. 
castellanii mit gleicher Effizienz, wie der „Wildtyp“. Die Exzision von Trb-1 hatte keinen 
nachweisbaren Einfluss auf die Virulenz von Lp Corby. Ein Zusammenhang zwischen dem 
Vorliegen von Trb-1 in der episomalen oder chromosomalen Form und der Virulenz von Lp 
Corby konnte experimentell nicht festgestellt werden. Vor kurzem wurde durch unsere 
Arbeitsgruppe die Sequenzierung des gesamten Chromosoms der L. oakridgensis Stämme 
RV2-2007 und ATCC 33761 abgeschlossen. Eine Analyse der Daten zeigte, dass der Stamm 
RV2-2007 ebenfalls für ein Trb-1 ähnliches Element codiert, der Stamm ATCC 33761 verfügt 
hingegen über ein Lvh-System (unveröffentlichte Daten). Ein Trb-1 ähnliches Element wurde 
beim Stamm ATCC 33761 nicht identifiziert. Interessanterweise replizieren L. pneumophila 
Corby und L. oakridgensis RV2-2007 deutlich effizienter in humanen Makrophagen, als der 
L. oakridgensis Stamm ATCC 33761. Durch die Konjugation von Trb-1 in den Stamm ATCC 
33761, sollte ein möglicher Zusammenhang zwischen der Virulenz der Legionella Stämme 
und der genomischen Insel Trb-1 untersucht werden. Eine in vivo Analyse der 
Transkonjuganten zeigte jedoch, dass der Erwerb von Trb-1 zu keiner Veränderung der 
Replikationsfähigkeit, der L. oakridgensis ATCC 33761 Transkonjuganten in humanen 
Makrophagen führte. Die Transkonjuganten replizierten in den Wirtszellen mit gleicher 
Effizienz, wie der Rezipient L. oakridgensis ATCC 33761. Die Ergebnisse der Replikation, 
können nicht auf einen unbemerkten Verlust von Trb-1 bei den Transkonjuganten 
zurückgeführt werden, da die genomische Insel Trb-1 auch nach zehnmaliger Passage der 
Transkonjuganten, nachweisbar stabil in der bakteriellen Zelle verlieb. Es ist daher zu 
vermuten, dass die Virulenz von Lp Corby und L. oakridgensis RV2-2007 nicht von dem 
Besitz der genomischen Insel Trb-1 herführt. In wie weit die genomische Insel Trb-1 eine 
Rolle bei der Virulenz und Fitness von L. pneumophila Corby spielt, ist bisher nicht klar. Die 
Region 1/I von Trb-1 codiert für das Trb/Tra System und innerhalb der Region 1/II ist u. a. ein 
putatives Typ I DNA Restriktions- und Modifikationssystem (lpc2790-2788), eine putative 
Helikase (lpc2785), ein putativer Prolin/Betain Transporter (lpc2782), sowie ein Protein mit 
einer putativen Ca2+/H+ Antiporter Domäne (lpc2779) lokalisiert (Glöckner et al., 2008). 
Putative Virulenzfaktoren, die auf Trb-1 codiert sind, wurden bisher nicht identifiziert. Die 
trb/tra Gene codieren für ein funktionelles Konjugationssystem bzw. T4ASS, das die 
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Konjugation von Trb-1 in andere Legionella Stämme vermitteln kann (Glöckner et al., 2008). 
Von D’Auria und Kollegen (2010) wurde Trb-1 als DNA Transferinsel (DT) klassifiziert 
(D'Auria et al., 2010). Möglicherweise handelt es sich bei Trb-1 und Trb-2 um Typ IVA 
Sekretionssysteme, die lediglich die eigene Translokation und möglicherweise auch die 
anderer genomischer Inseln vermitteln können. Bisher sind bei Lp Corby keine 
Effektorproteine oder andere Proteine bekannt, die über das Trb-1 codierte Trb/Tra System 
sekretiert werden. Es ist aber nicht auszuschließen, dass das Trb/Tra Konjugationssystem, 
ähnlich wie für das Lvh-System vermutet, auch an der Proteinsekretion beteiligt sein könnte. 
Experimente mit den Mutanten ∆dotA, ∆dotB und den Doppelmutanten ∆lvh dotA und ∆lvh 
dotB deuten darauf hin, dass das Lvh-System bei L. pneumophila Phil-I, unter bestimmtem 
Bedingungen, Funktionen des Dot/Icm Sekretionssystems bzw. die einiger Dot/Icm 
Komponenten übernehmen kann (Bandyopadhyay et al., 2007). Zudem deuten die Daten 
darauf hin, dass das Lvh-System während der in vivo Replikation der Legionellen, ebenfalls 
an der Vermeidung der Phagosomen-Ansäuerung beteiligt ist. Von Bandyopadhyay und 
Kollegen (2007) wurde daher spekuliert, dass die Sekretion von Effektorproteinen auch über 
das Lvh-System erfolgen könnte. Denkbar wäre, dass auch das Trb/Tra Konjugationssystem 
an ähnlichen Funktionen beteiligt ist, zumal Lp Corby über kein Lvh-System verfügt. 
 
 
4.1.4 Trb-1 ist in der Gattung Legionella verbreitet 
Die stete Zunahme an sequenzierten Genomen lässt erkennen, dass Legionella Stämme für 
eine Vielzahl an Typ IVA Sekretionssystemen und konjugativen Elementen codieren. Vor 
kurzem wurden einige, der im Genus Legionella identifizierten T4ASS bzw. Trb/Tra-
Elemente, als F-Typ und P-Typ Systeme klassifiziert (Gomez-Valero et al., 2011). F-Typ 
T4ASS weisen eine Ähnlichkeit zur tra-Region der F-Plasmide von E. coli und Rickettsia 
bellii auf. Diese T4ASS wurden bisher in den L. pneumophila Stämmen Philadelphia-I (Tra5), 
Paris (Tra1), Lens (Tra3), Lorraine (Tra2) und bei L. longbeachae NSW (Tra6) gefunden. Die 
genomischen Inseln Trb-1 und Trb-2 von L. pneumophila Corby werden zu den P-Typ T4ASS 
gezählt. Gleichartige P-Typ Systeme sind auch in den Genomen von L. pneumophila Lorraine 
(Trb3) und L. longbeachae NSW150 (Trb4) lokalisiert (Gomez-Valero et al., 2011). Das 
Trb/Tra Konjugationssystem von Trb-1 ist funktionell und ermöglicht die Konjugation der 
gesamten genomischen Insel Trb-1 sowohl in andere L. pneumophila Stämme, als auch in 
andere Legionella Spezies, wie z. B. L. micdadei, L. hakeliae oder L. oakridgensis (Glöckner 
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et al., 2008; Lautner, 2008). Trb-1 kann über horizontalen Gentransfer übertragen werden. Es 
stellte sich daher die Frage nach der Verbreitung der genomischen Insel bzw. ähnlicher 
Elemente im Genus Legionella. Die bisher vollständig sequenzierten Legionella Genome 
wurden mittels in silico Analyse hinsichtlich Trb-1 ähnlicher Elemente untersucht. Als 
Kriterien dienten jeweils die Homologie der Aminosäuresequenzen der trb/tra codierten 
Proteine, der Integrationsort und die Ähnlichkeit zu Trb-1 bezüglich der genomischen 
Organisation. Bei Lp Corby ist Trb-1 innerhalb des tRNAPro Gens (lpc2778) integriert und 
codiert in der Region 1/I für alle essentiellen trb/tra Gene, die für einen funktionellen 
Konjugationsapparat erforderlich sind. Nicht-essentielle trb/tra Gene, wie z. B. trbMNOP und 
traE sind auf Trb-1 nicht lokalisiert (Glöckner et al., 2008). Aus den Ergebnissen von 
Glöckner et al. (2008) geht hervor, dass Trb-1 ähnliche Elemente sowohl in L. pneumophila, 
als auch in „nicht“-pneumophila Stämmen verbreitet sind. Bei 4 von 17 untersuchten Lp 
Stämmen und bei 6 von 15 Legionella Stämmen anderer Spezies, konnten mittels Southern 
Blot Hybridisierung die Trb-1 Gene trbI und traG, sowie die oriT-Region detektiert werden. 
Das Gen hsdM, das bei Lp Corby innerhalb der Region 1/II lokalisiert ist, wurde nur bei Lp 
S13 nachgewiesen (Glöckner et al., 2008). Die Daten aus den Sequenzierungen der Trb-1 
ähnlichen Elemente von Lp S13 und L. jordanis sind konform mit den Southern Blot 
Analysen. Neben Lp S13 und L. jordanis, weisen die Trb-1 ähnlichen Elemente von Lp Alcoy 
(DT2) und L. oakridgensis RV2-2007 (LoRV-Trb-1) die höchste Übereinstimmung zur 
genomischen Insel Trb-1 von Lp Corby auf. Die Identifizierung der Trb-1 ähnlichen Elemente 
erfolgte bei den Stämmen Lp Alcoy und L. oakridgensis RV2-2007 anhand von in silico 
Analysen, da hier die Daten einer vollständigen Genomsequenzierung vorlagen. Die 
Organisation der trb/tra Gene ist innerhalb der Region 1/I bei den vier genannten Stämmen 
nahezu identisch. Unterschiede zu Trb-1 bestehen bei Lp Alcoy und L. oakridgensis RV2-
2007 vor allem innerhalb der Region 1/II. Eine vollständige Sequenzierung des Trb-1 
ähnlichen Elements konnte für Lp S13 und L. jordanis in dieser Arbeit nicht mehr 
fertiggestellt werden. Es ist jedoch zu vermuten, dass die Region 1/II zumindest bei L. 
jordanis unterschiedlich ist, da hier das Gen hsdM fehlt. Bei Lp Alcoy und Lp S13 ist hsdM 
vorhanden. Ebenso ist ein Teil der hsdM Nukleotidsequenz auch bei L. oakridgensis RV2-
2007 codiert. Interessanterweise ist beim Stamm RV2-2007 nur das 5’Ende von hsdM und das 
3‘-Ende von recB codiert, dazwischen sind vier Proteine mit unbekannter Funktion codiert. Es 
ist wahrscheinlich, dass diese vier Gene durch ein späteres Rekombinationsereignis eingefügt 
wurden, wodurch auch die Unterschiede bei den einzelnen Stämmen innerhalb der Region 1/II 
von Trb-1 zurückgeführt werden könnten. Insgesamt lässt sich sagen, dass die genomische 
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Insel von den Legionella Stämmen vermutlich über horizontalen Gentransfer erworben wurde. 
Dafür würde sprechen, dass die untersuchten Trb-1 ähnlichen Elemente für alle essentiellen 
trb/tra Gene, so wie jeweils für eine ortsspezifische Integrase codieren, die zu Int-1 (lpc2818) 
homolog ist. Zudem sind die Elemente innerhalb des tRNAPro Gens integriert, was ähnliche 
Rekombinationsstellen bzw. att-Sequenzen voraussetzt. Zwischen den genomischen Inseln 
Trb-1 von Lp Corby und DT2 von Lp Alcoy besteht die größte Übereinstimmung hinsichtlich 
der Homologie der Trb/Tra bzw. Region 1/I. Dies ist nicht überraschend, da bei den L. 
pneumophila Stämmen Corby und Alcoy ca. 2.560 der Gene ihres Genoms identisch sind 
(D'Auria et al., 2010). Unterschiede zwischen den genomischen Inseln DT2 (39.659 bp) und 
Trb-1 (42.710 bp) bestehen bezüglich ihrer Größe und der Organisation der Region 1/II. 
Anzumerken ist hier, dass die Angaben für die Größe von Trb-1 von Lp Corby, die von 
D’Auria und Kollegen gemacht wurden, so nicht stimmen können. Laut D’Auria et al (2010) 
umfasst Trb-1 die Gene lpc2779 bis lpc2821. Die attR Rekombinationsstelle befindet sich bei 
Trb-1 aber zwischen lpc2819 und lpc2820 (Glöckner et al., 2008). Für die genomische Insel 
DT2 von Lp Alcoy ist die Anzahl der angegebenen Gene korrekt, von D’Auria und Kollegen 
(2010) wurden bei der Angabe der Basenpaare jedoch die flankierenden attL- und attR-
Sequenzen von DT2 nicht berücksichtigt. Aufgrund der nahen phylogenetischen 
Verwandtschaft der Stämme Corby und Alcoy und der Ähnlichkeit von Trb-1 und DT2, wird 
von D’Auria et al., (2010) vermutet, dass sich die beiden Lp Stämme das Trb/Tra System, 
mittels horizontalen Gentransfers, noch vor ihrer Divergenz angeeignet haben. Demnach sind 
die Unterschiede zwischen Trb-1 und DT2 auf spätere homologe Rekombinationsereignisse 
zurückzuführen. Die Legionella Stämme Lp 130b und L. longbeachae NSW150 verfügen 
ebenfalls über Trb/Tra Systeme, die auf den genomischen Elementen ROD bzw. GI-2 codiert 
sind (Cazalet et al., 2010; Schroeder et al., 2010). Hierbei handelt es sich ebenfalls um P-Typ 
T4ASS. Aber weder das Trb-System von Lp 130b, noch das Trb-System von L. longbeachae 
NSW150 sind in gleicher Weise zu Trb-1 ähnlich, wie dies für die genomischen Elementen 
von Lp Alcoy, Lp S13, L. oakridgensis RV2-2007 und L. jordanis der Fall ist. Die auf ROD 
und GI-2 codierte trb/tra Region ist nur zu ca. 76 % bzw. 75 % zu derjenigen von Trb-1 
homolog. Bei der trb/tra Region, die auf der genomischen Insel GI-2 von L. longbeachae 
NSW150 lokalisiert ist, handelt es sich um ein Trb4-System (Gomez-Valero et al., 2011). Das 
genomische Element ROD von Lp 130b codiert hingegen höchstwahrscheinlich für ein Trb3 
System. Eine „blastp“ (NCBI) Analyse der Aminosäuresequenzen der trb/tra Genprodukte 
von Lp 130b zeigte, dass das System durchschnittlich zu ca. 89 % zum Trb3 System von Lp 
Lorraine ähnlich ist. Die Trb3 und Trb4 Systeme verfügen, ähnlich wie Trb-1 und Trb-2, 
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ebenfalls über eine oriT-Region, die jeweils mit den Genen traK, traJ und traI assoziiert ist 
(Glöckner et al., 2008; Gomez-Valero et al., 2011). Unterschiede zwischen den Trb-Systemen 
von Lp 130b bzw. von L. longbeachae NSW150 zu Trb-1, bestehen sowohl hinsichtlich des 
Integrationsortes, als auch bei der genomische Organisation. ROD ist ein 150-kb großes 
Element, das innerhalb des tRNAArg Gens integriert ist (Schroeder et al., 2010). Die 106-kb 
große genomische Insel GI-2 liegt bei L. longbeachae NSW150 im tRNAMet Gen integriert 
vor (Cazalet et al., 2010). Dies legt die Vermutung nahe, dass die auf den genomischen 
Elementen ROD und GI-2 codierten Trb/Tra Systeme einen anderen Ursprung haben, als das 






















4.2 Die genomische Insel LpcGI-2  
 
4.2.1 Integration und Exzision von LpcGI-2 
Die genomische Insel LpcGI-2 umfasst die Gene lpc1833 bis lpc2121 und ist im Genom von 
L. pneumophila Corby innerhalb des tRNAMet Gens integriert. In der chromosomalen Form 
wird LpcGI-2 von den Rekombinationsstellen attL und attR (attR-2) flankiert. Im Unterschied 
zu Trb-1 und Trb-2, besteht LpcGI-2 aus zwei Elementen, A (lpc1833 bis lpc1888) und B 
(lpc2136 bis lpc2121), die durch eine attR (attR-1) Rekombinationsstelle voneinander 
getrennt sind. Die genomische Insel codiert für drei ortsspezifische Integrasen (lpc1833, 
lpc1884 und lpc2123). Bei den LpcGI-2 codierten Integrasen handelt es sich um Tyrosin 
Rekombinasen der DNA_BRE_C Superfamilie (cl00213). Wichtige Merkmale dieser 
Rekombinasen sind ein Tyrosinrest im aktiven Zentrum und die Ausbildung der 
charakteristischen Holliday-Struktur während der Rekombination (Grainge und Jayaram, 
1999; Grindley et al., 2006).  
In dieser Arbeit konnte für LpcGI-2 zum ersten Mal gezeigt werden, dass die genomische 
Insel in drei verschiedenen episomalen Formen existieren kann. Eine zirkuläre episomale 
Form wurde sowohl jeweils für die Elemente A und B, als auch für die gesamte genomische 
Insel (AB) nachgewiesen. Die Integration und Exzision der Elemente A und B in das bzw. aus 
dem Chromosom kann demnach unabhängig voneinander erfolgen. Ebenso kann auch die 
gesamte genomische Insel in eine episomale Form AB überführt werden. Die drei episomalen 
und zirkulären Formen von LpcGI-2 liegen jedoch innerhalb der bakteriellen Zelle nicht in 
gleichem Verhältnis vor. Im Vergleich zu den Elementen B und AB, erfolgte die Exzision der 
Region lpc1833 bis lpc1888 und die Bildung der zirkulären Form A deutlich häufiger. 
Während der exponentiellen und stationären Phase betrug u. a. das Verhältnis von B:A bzw. 
AB:A rund 10-4:1 bis 10-3:1. Ebenso ist die Exzision der genomischen Insel LpcGI-2, ähnlich 
zur Bildung von Trb-1ci, ein relativ seltenes Ereignis. Die Exzision und Bildung der 
episomalen Form A erfolgte bei Lp Corby unter gleichen Bedingungen in gleichem Maße, wie 
bei Trb-1. Die episomale Form A lag, im Vergleich zum Chromosom, in einem Verhältnis von 
rund 10-4:1 vor, was in etwa auch dem Verhältnis von Trb-1ci zum chromosomalen Gen flaA 
entsprach. Für das Element A von LpcGI-2 konnte gezeigt werden, dass die Exzision analog 
zu Trb-1, ebenfalls in Abhängigkeit einer ortsspezifischen Integrase erfolgt. Die Deletion der 
Gene lpc1833, lpc1884 und lpc2123 ließ erkennen, dass nur die Integrase Lpc1833 an der 
Bildung der episomalen und zirkulären Form A beteiligt ist. Das Gen lpc1833 ist in 
 136 
DISKUSSION 
unmittelbarer Nähe zur attL Rekombinationsstelle lokalisiert und codiert für eine P4-ähnliche 
Phagen- Integrase (cd00801). Phagen-Integrasen erkennen bei der Exzision und Integration 
von genomischen Elementen spezifische Rekombinationsstellen, die sogenannten „attachment 
sites“. Für die Katalyse der Exzision und/oder Integration benötigen Phagen-Integrasen, der 
Tyrosin Rekombinase Familie, Cofaktoren, wie z. B. das IHF (Integration host factor) Protein 
(Groth und Calos, 2004). Das IHF-Protein bindet die DNA Substrate an spezifischen 
Sequenzen, den IHF-Bindestellen (Freundlich et al., 1992; Friedman, 1988). Durch seine 
starken Krümmungseigenschaften bewirkt das IHF-Protein eine Krümmung der DNA und 
begünstigt auf diese Weise eine Interaktion von Faktoren und Regulatoren, die weiter entfernt 
voneinander gebunden haben (Dame et al., 2005). In der chromosomalen Form wird das 
Element A von der attL und attR-1 Rekombinationsstelle flankiert, zudem wurden 
„stromabwärts“ und „stromaufwärts“ der att Sequenzen DNA-Bindestellen für das IHF-
Protein identifiziert. Obwohl die attR-1 und attR-2 Rekombinationsstellen nahezu identisch 
sind und in der Nähe der att-Sequenzen ebenfalls DNA-Bindestellen für das IHF-Protein 
lokalisiert sind, scheint die Integrase Lpc1833 nicht an der Exzision der Elemente B und AB 
beteiligt zu sein. Die attR-2 Sequenz ist zu attL und attR-1 an zwei Positionen 
unterschiedlich, dabei ist jeweils ein dT durch ein dC ersetzt. Integrasen binden ihre DNA 
Substrate sehr spezifisch. Abweichungen in den att Sequenzen können dazu führen, dass die 
Rekombination nicht vermittelt wird (Nagaraja und Weisberg, 1990). Zudem entspricht die 
vierte IHF-Bindestelle (AATCAATTGCTAA), die „stromaufwärts“ von attR-2 lokalisiert ist, 
an einer Position (dT→dA) nicht der postulierten IHF-Konsensussequenz. Mutationen 
innerhalb der IHF-Konsensussequenz können die Affinität des IHF-Proteins für sein DNA-
Substrat verringern bzw. unterbinden (Hales et al., 1994). Die Frage nach der Funktion der 
Integrasen Lpc1884 und Lpc2123 und ihrer Beteiligung an der Exzision der genomischen 
Insel bleibt unklar. Anhand der Daten der PCR und qPCR-Analyse kann vermutet werden, 
dass die Integrasen Lpc1884 und Lpc2123 ebenfalls keinen sichtbaren Effekt auf die Exzision 
von Element B und der gesamten genomischen Insel (AB) haben. Das Gen lpc1884 ist nahe 
der attR-1 Rekombinationsstelle lokalisiert und codiert für eine Phagen-Integrase 
(pfam12834). Die dritte Integrase Lpc2123 ist auf dem Element B, in der Nähe der attR-2 
Sequenz codiert. Bei Lpc2123 handelt es sich um eine putative CP4-6 Integrase, die ebenso 
wie Lpc1833, eine Ähnlichkeit zu den P4-Integrasen der Bakteriophagen aufweist (cd00801). 
Ein Vergleich der Aminosäuresequenzen, der von lpc1833, lpc1884 und lpc2123 codierten 
Integrasen, zeigte keine Homologie zwischen den Proteinen (Abb. 33). Daher ist es nicht 
überraschend, dass der Verlust der Lpc1833 Aktivität nicht durch die Integrase Lpc1884 oder 
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Lpc2123 komplementiert werden kann. Ungeachtet dessen, konnten bei der Mutante 
∆lpc1833, trotz der deletierten Integrase, geringe Mengen der episomalen zirkulären Form A 
detektiert werden. Ein Vergleich der relativen Menge der episomalen Form A mit dem 
chromosomalen Gen flaA bei ∆lpc1833, lieferte ein Verhältnis von ca. 5 x 10-7:1. Ein 
putatives Exzisionase ähnliches Protein, wie auf den genomischen Inseln Trb-1 bzw. Trb-2, ist 
auf LpcGI-2 nicht codiert. Die geringfügige Exzision und Bildung der zirkulären Form A, 
könnte bei ∆lpc1833 durchaus auch auf eine schwache Aktivität der anderen Integrasen 
zurückzuführen sein. Ebenso kann zu diesem Zeitpunkt auch eine Rekombination durch eine 
Beteiligung von RecA nicht ausgeschlossen werden. Hierfür ist die Generierung und 
experimentelle Analyse einer ∆lpc1833∆recA Doppelmutante erforderlich. Es ist auch nicht 
auszuschließen, dass die Exzision und Bildung der episomalen Formen B und AB ebenfalls 
auf eine RecA-abhängige homologe Rekombination oder auf die eine schwache Aktivität 
anderer Integrasen zurückgeführt werden kann. Die Exzision und Bildung der episomalen 
Formen B und AB erfolgt bei Lp Corby relativ selten. Das Verhältnis von B bzw. AB zu flaA 





Abb. 33: Vergleich der Aminosäuresequenzen der ortsspezifischen Integrasen Lpc1833, Lpc1884 und 
Lpc2123, die auf der genomischen Insel LpcGI-2 codiert sind. Die Integrasen sind zueinander nicht 
homolog. Der Sequenzvergleich erfolgte hier über ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/). 
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Ähnlich zu Trb-1, hatte die Deletion der ortsspezifischen Integrase Lpc1833 einen deutlichen 
Effekt auf die Konjugationsrate von LpcGI-2. Im Vergleich zum „Wildtyp“, war bei ∆lpc1833 
die Konjugationsrate ca. um das 146-fache niedriger. Analog zum Donor ∆lpc1833, lag auch 
bei den Transkonjuganten die Region lpc1833 bis lpc1888 (Element A) nur in der 
chromosomalen Form vor und die episomale zirkuläre Form A wurde nicht detektiert. Die 
Ergebnisse der Konjugation bestätigen, dass die Integrase Lpc1833 sowohl bei Lp Corby, als 
auch in den Transkonjuganten an der Exzision des Elements A beteiligt ist. Es ist 
wahrscheinlich, dass auch das Element A, ähnlich wie Trb-1, in der episomalen Form mit 
einer höheren Frequenz konjugiert wird. Interessanterweise waren bei den Transkonjuganten, 
bei denen ∆lpc1833 als Donor fungierte, die chromosomalen und die episomalen Formen des 
Elements B und der gesamten genomischen Insel (AB) nachweisbar. Fungierte der 
„wildtypischen“ Stamm Lp Corby WT* als Donor, wurde bei den Transkonjuganten nur die 
episomale Form A detektiert. Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die episomalen 
Formen A und AB auch unabhängig voneinander in andere Legionella Stämme transferiert 
werden können. Die ortsspezifische Integration von LpcGI-2 bzw. der Elemente A und B, 
könnte in das Genom der Transkonjuganten in einem RecA abhängigen Prozess erfolgen. 
Analog zu der genomische Insel HPI von Yersinia pseudotuberculosis oder dem konjugativen 
Transposon CTnPg1 von Porphyromonas gingivalis (Lesic und Carniel, 2005; Naito et al., 
2011).  
Bei der Exzision und Bildung der episomalen zirkulären Form A, rekombinieren die attL und 
attR-1 Rekombinationsstellen zu attP. Dabei verbleibt im Chromosom die attB-Sequenz. 
Interessanterweise zeigten die Ergebnisse aus der Sequenzierung, dass die Exzision des 
Elements A nicht immer präzise erfolgt. Beim „Wildtyp“ Lp Corby wurde in sechs von sieben 
Fällen anstelle der attB-Sequenz, die Rekombinationsstelle attL und eine variable Anzahl der 
von attL „stromabwärts“ gelegenen Basenpaare gefunden, an die sich direkt die 
Nukleotidsequenz des Elements B anschloss (siehe Ergebnisse 3.2.1; Abb. 20). Es ist nicht 
auszuschließen, dass die Ergebnisse für das PCR-Produkt 1/4 bzw. für die attB-Sequenz auf 
einen PCR-Fehler zurückzuführen sind. Andererseits ist es denkbar, dass eine unpräzise 
Exzision nicht durch die ortsspezifische Integrase vermittelt wird, sondern auf andere 
Rekombinationsmechanismen zurückzuführen ist. „Stromabwärts“ (LpcGI-2; N57) von attL 
wurde die Sequenz 5‘-TAAAAT-3‘ identifiziert. Ebenfalls „stromabwärts“ (LpcGI-2; N50896) 
von attR-1 wurde die Sequenz 5‘-ATTTTA-3‘ gefunden. Möglicherweise handelt es sich 
hierbei um ein „Inverted Repeat“, das während der Exzision zu unspezifischen 
Rekombinationsereignissen führt. Es ist zu vermuten, dass diese unpräzise Exzision nicht zur 
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Bildung der zirkulären Form A führt, da die attP Rekombinationsstelle und die benachbarten 
Nukleotidsequenzen in allen untersuchten Fällen immer intakt waren. Diese Theorie würde 
auch erklären, wieso bei der Integrase Mutante ∆lpc1833 durch das Primerpaar 1/4 ein 
„intaktes“ tRNAMet Gen amplifiziert wurde, obgleich nachweisbar fast keine Exzision des 
Elements A erfolgte. Ähnliche Rekombinationsereignisse wurden bei der Exzision und 
Bildung der episomalen Formen B und AB nicht beobachtet. 
Zur Regulation der Exzision von LpcGI-2 liegen bisher noch keine experimentellen Daten 
vor. Ähnlich zu Trb-1, ist auf der genomischen Insel LpcGI-2 ebenfalls eine Legionella vir 
Region (lvr) lokalisiert. Die lvr-Region von LpcGI-2 codiert für einen Phagen Repressor LvrR 
(lpc1857), die Proteine LvrA (lpc1858) und LvrB (lpc1859) und das CsrA Homolog LvrC 
(lpc1860). Für Trb-1 konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der Phagen-Repressor LvrR 
(lpc2816) die Exzision der genomischen Insel reguliert. Der von lpc1857 codierte Phagen- 
Repressor gehört zur HTH_XRE Familie der DNA-bindenden Proteine (cd00093). Bei dem 
auf LpcGI-2 lokalisierten Phagen-Repressor LvrR handelt es sich, wie bei LvrR von Trb-1, 
ebenfalls um eine Peptidase S24 der LexA-ähnlichen Proteine (cd06529). Inwieweit LvrR die 
Exzision und die Bildung der drei zirkulären Formen A, B und AB bei LpcGI-2 reguliert, 
muss noch experimentell untersucht werden. Ebenso könnte die Exzision von LpcGI-2 auch 
durch weitere globale Regulationsmechanismen reguliert werden. Neuere Daten deuten darauf 
hin, dass die Autoinducer-Syntase LqsA und die Sensor-Kinase LqsS an der Regulation der 
Expression von 52 Genen, darunter auch lvrA (lpg1005) und lvrB (lpg1004) der 133-kb 
genomischen Insel von Lp Philadelphia, beteiligt sind (Tiaden et al., 2010). Die Gene lvrA 
und lvrB codieren für Proteine mit unbekannter Funktion, die über keine charakteristischen 
Motive oder Domänen verfügen. Welche Funktionen die Proteine bei der Regulation der 
Exzision von genomischen Elementen erfüllen ist unklar. Einen möglichen Aufschluss über 
die Funktion von LvrA und LvrB könnte hier die Generierung und Analyse einer ∆lvrA bzw. 









4.2.2 LpcGI-2 codiert für ein neues und funktionelles T4SS 
Legionella pneumophila codiert für verschiedene Typ IV Sekretionssysteme (T4SS). Das 
Dot/Icm System wird als T4BSS klassifiziert und besitzt vor allem durch den Transport von 
Effektorproteinen eine essentielle Rolle für die in vivo Replikation (Christie und Vogel, 2000; 
Ensminger und Isberg, 2009; Hubber und Roy, 2010). Zusätzlich codiert Lp Corby auf den 
genomischen Inseln Trb-1 und Trb-2 für ein Trb/Tra bzw. Typ IVA Sekretionssystem. Das auf 
Trb-1 lokalisierte Trb/Tra Konjugationssystem ist funktionell und kann den Transfer der 
gesamten genomischen Insel in andere Legionella Spezies vermitteln. Nach der Konjugation 
kann Trb-1 ortsspezifisch in das Chromosom der Transkonjuganten integriert werden 
(Glöckner et al., 2008).  
Auf der genomischen Insel LpcGI-2 von Lp Corby ist ein neues putatives GI-T4SS lokalisiert 
(Schroeder et al., 2010). Die Region I (lpc1857 bis lpc1880) von LpcGI-2 codiert für 
Proteine, die eine Homologie zu T4SS Komponenten aufweisen (Lautner, 2008; Schroeder et 
al., 2010). Innerhalb der Region I wurde ein VirB4 (lpc1874), ein TraG-N (lpc1877) und ein 
TraD (lpc1880) Homolog, sowie ein TraU (lpc1875) ähnliches Protein identifiziert. Die 
ATPase VirB4 (TIGR03744) ist ein DNA-bindendes Protein der PFL_4706 Proteinfamilie, die 
eng mit der Konjugation von DNA-Molekülen assoziiert ist (Kado, 2000; Wallden et al., 
2012). Mitglieder dieser Familie werden auf Plasmiden und anderen bakteriellen genomischen 
Elementen gefunden (Smillie et al., 2010). Beim TraG-N (pfam07916) handelt es sich um ein 
Protein, das in der N-terminalen Region eine Domäne besitzt, die zur N-terminalen Region 
von TraG ähnlich ist. TraG ist ein Membranprotein, das eine essentielle Funktion beim DNA-
Transfer spielt (Schroder und Lanka, 2003). Das von lpc1875 codierte Protein verfügt über 
ein TraU Motiv (pfam06834). TraU ist an der Konjugation und an der Ausbildung der Pili 
beteiligt (Moore et al., 1990). Das Kopplungsprotein TraD ist eine ATPase, die an der 
Ausbildung der Konjugationspore beteiligt ist (pfam12696). Zusätzlich sind auf der Region I 
zwei Pil-Proteine codiert, PilL (lpc1861), ein Lipoprotein der äußeren Membran und die 
ATPase PilT (lpc1874), die am Zusammenbau und Abbau der Konjugationspili beteiligt ist 
(Sakai und Komano, 2002). Funktionelle Transfersysteme, die für ein GI-T4SS bzw. für 
ähnliche T4SS Komponenten codieren, wurden bereits für die genomischen Elemente 
ICEHin1056 von Haemophilus influenzae, ICEclc von Pseudomonas sp. B13, ICEPm1 von 
Proteus mirabilis und pKLC102 von Pseudomonas aeruginosa beschrieben (Flannery et al., 
2011; Juhas et al., 2008; Juhas et al., 2007). Auf den genomischen Inseln LGI-1 und LGI-2 
von L. pneumophila 130b wurde ebenfalls ein GI-T4SS identifiziert. Das putative T4SS von 
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LGI-2 ist zu ca. 87 % mit der Region I von LpcGI-2 identisch (Schroeder et al., 2010). Das 
putative GI-T4SS ist auf der genomischen Insel LpcGI-2 und LGI-2 jeweils mit einer 
Legionella vir Region (lvrRABC) assoziiert.  
In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass innerhalb der Region I von 
LpcGI-2 ein funktionelles T4SS codiert ist, welches die Konjugation der genomischen Insel in 
L. pneumophila Philadelphia I vermitteln kann. Die Deletion der „Tfp pilus assembly and 
retraction“ ATPase PilT führte, im Vergleich zum „Wildtyp“, zu einer Reduktion der 
Konjugationsrate um das 148-fache. Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass LpcGI-2 in einem 
PilT-abhängigen Prozess konjugiert wird. Beim „Wildtyp“ betrug die Transferrate ca. 10-2 bis 
10-3. Eine ähnlich hohe Konjugationsfrequenz wurde auch für das genomische Element 
ICEHin1056 von H. influenzae beschrieben. Die Deletion einiger T4SS Komponenten, wie z. 
B. pilL, traD, trbB, virB4 oder pilT, führte bei H. influenzae ebenfalls zu einer deutlichen 
Reduktion (10-7) der Konjugationsrate für ICEHin1056 (Juhas et al., 2007). Ähnliche 
Ergebnisse wurden auch für das genomische Element ICEPm1 von P. mirabilis beobachten. 
Durch die Deletion von pilL (PMI12594) wurde hier die Transferrate von ICEPm1 um das ca. 
1000-fache erniedrigt (Flannery et al., 2011). Jedoch sollte bei L. pneumophila Corby nicht 
außer Acht gelassen werden, dass hier auch eine Konjugation über das Trb/Tra System 
möglich ist (Glöckner et al., 2008). Dies würde u. a., verglichen mit ICEHin1056, die höhere 
Transferrate von LpcGI-2 bei der Mutante ∆pilT erklären. Die Ergebnisse der Konjugation 
von LpcGI-2 deuten zudem darauf hin, dass mit Hilfe des putativen T4SS hauptsächlich das 
Element A (lpc1833-lpc1888) transferiert wird. Fungierte der „wildtypische“ Stamm Lp 
Corby WT* als Donor, wurde bei den untersuchten Transkonjuganten (TKWT*) nur die 
chromosomale und episomale Form A detektiert. Diente die ∆pilT Mutante als Donor, konnten 
bei den Transkonjuganten (TK∆pilT) alle drei möglichen chromosomalen und episomalen 
Formen von LpcGI-2 nachgewiesen werden. Hingegen wurden keine TK∆pilT identifiziert, die 
nur die das Element A bzw. die episomale Form A von LpcGI-2 besaßen Bei TKWT* erfolgte 
die Selektion, auf den Kanamycin- und Streptomycin-haltigen BCYE Agarplatten, 
hauptsächlich auf Kolonien die das Element A erhalten haben, da dieses Element mit einer 
KmR-Kassette markiert war. Das Element A lag, im Vergleich zum Element B oder der 
gesamten Insel LpcGI-2 (AB), deutlich häufiger in einer episomalen und zirkulären Form vor. 
Zudem ließ die Charakterisierung der ∆lpc1833 Mutante erkennen, dass das Element A von 
LpcGI-2, in der zirkulären Form mit einer höheren Frequenz konjugiert wurde. Ein zu TK∆pilT 
ähnlicher Phänotyp wurde auch für die Transkonjuganten (TK∆lpc2123) aus der Konjugation mit 
der Integrase Mutante ∆lpc2123 beobachtet. Aufgrund der Deletion von lpc2123 durch eine 
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KmR-Kassette, konnten diese TK auf das Vorhandensein von Element B bzw. der gesamten 
Insel LpcGI-2 (AB) selektiert werden. Dadurch sollte untersucht werden, inwieweit auch nur 
das Element B konjugiert werden kann. Bei den näher charakterisierten TK∆lpc2123 konnten 
alle drei chromosomalen und episomalen Formen von LpcGI-2 detektiert werden. 
Transkonjuganten, die nur das Element B bzw. über die episomale Form B verfügten, wurden 
im Rahmen der PCR-Analysen nicht identifiziert. Insgesamt lässt sich sagen, dass die 
Konjugation der genomischen Insel LpcGI-2 mit Hilfe des codierten T4SS erfolgt. Die 
Analysen der TKWT* und TK∆pilT zeigten zudem, dass hauptsächlich das Element A transferiert 
wurde und die Konjugation dabei in Abhängigkeit der ATPase PilT erfolgte.  
Mit Trb-1 konnte bereits der horizontale Transfer, mittels Konjugation, eines oriT-positiven 
Elements nachgewiesen werden. Die genomischen Inseln Trb-1 und Trb-2 von Lp Corby 
codieren jeweils für eine oriT-Region. Für Trb-1 ist bekannt, dass die codierte oriT-Region 
funktionell ist und nicht-mobile Plasmide mobilisieren kann (Glöckner et al., 2008). In dieser 
Arbeit konnte für L. pneumophila zusätzlich zum experimentellen Nachweis eines 
funktionellen T4SS, auch zum ersten Mal die Konjugation eines oriT-negativen Elements 
nachgewiesen werden. Eine in silico Analyse der Nukleotidsequenz von LpcGI-2 zeigte, dass 
auf dem genomischen Element A von LpcGI-2 keine oriT-Region lokalisiert ist. 
Konjugationsexperimente mit Lp Corby WT* als Donor und Lp Philadelphia I als Rezipient 
zeigten, dass das Element A bzw. die episomale Form A unabhängig von der gesamten Insel 
LpcGI-2, in einen anderen Legionella Stamm konjugiert werden kann. Das genomische 
Element A kann anschließend ortsspezifisch in das Chromosom der Transkonjuganten 
integriert werden. Auf dem Element B (Region IV) der genomischen Insel LpcGI-2 ist, 
ähnlich zu Trb-1 und Trb-2, ebenfalls ein TraK (lpc2132) codiert. Ein Vergleich der 
Aminosäuresequenzen von lpc2132 und dem auf Trb-1 codierten traK (lpc2793) zeigt nur 
eine Homologie von ca. 44 %. Mittels einer in silico Analyse wurde auf LpcGI-2, zwischen 
traK (lpc2132) und lpc2131, eine kurze DNA-Sequenz identifiziert, die in ihrer 
Nukleotidsequenz eine teilweise Übereinstimmung zur oriT-Region von Trb-1 und Trb-2 
aufweist. Die identifizierte Sequenz entsprach der Bindestelle für die DNA Relaxase TraI 
(Abb. 34). Der Vergleich der putativen oriT-Region von LpcGI-2 mit der oriT-Region von 
Trb-1 lässt erkennen, dass die Region auf LpcGI-2 nicht vollständig mit der oriT-Sequenz 
übereinstimmt (Glöckner et al., 2008). Eine TraJ-Bindestelle wurde auf LpcGI-2 nicht 
identifiziert. In wie fern die putative oriT-Region funktionell ist und an der Konjugation von 
LpcGI-2 beteiligt ist, kann anhand der bisherigen Ergebnisse nur spekuliert werden. Eine 
Analyse der Transkonjuganten TK∆pilT zeigte, dass die die gesamte genomische Insel LpcGI-2 
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(Element AB), auch trotz der deletierten ATPase PilT konjugiert werden kann. Die Ergebnisse 
der Konjugationsexperimente deuten darauf hin, dass PilT für die Funktionalität des T4SS 
von LpcGI-2 erforderlich ist. Da die Konjugationsexperimente in Anwesenheit von DNase I 
durchgeführt wurden, kann hier ein horizontaler Transfer über natürliche Transformation 
weitgehend ausgeschlossen werden. Es ist daher denkbar, dass LpcGI-2 in diesem Fall auch 
über ein anderes T4SS von Lp Corby, wie z. B. das Trb/Tra System, konjugiert werden 
könnte. Die Bedeutung der putativen oriT-Region bei diesem Prozess muss noch 




Abb. 34: Vergleich der putativen oriT-Region der genomischen Insel LpcGI-2, mit der oriT-Region der 
genomischen Inseln Trb-1 und Trb-2. Die putative TraJ-Bindestelle ist durch lange schwarze Pfeile und 
die TraI-Bindestelle ist durch eine gepunktete Linie, oberhalb der Nukleotidsequenz dargestellt. Die 
„nick“ Region ist durch einen kurzen schwarzen Pfeil unterhalb der DNA-Sequenz markiert. (aus 
Glöckner et al., 2008; modifiziert) 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die genomische Insel LpcGI-2, ähnlich zu Trb-1, 
ebenfalls als integratives und konjugatives Element (ICE) klassifiziert werden kann. LpcGI-2 
kann ortsspezifisch aus dem bakteriellen Chromosom ausgeschnitten werden und in drei 
verschiedenen zirkulären episomalen Formen vorliegen. Die Exzision des Elements A von 
LpcGI-2 erfolgt dabei in einem Integrase-abhängigen Prozess. Zudem codiert LpcGI-2 für ein 
neues GI-T4SS ähnliches Typ IV Sekretionssystem, das die Konjugation der genomischen 
Insel in einen anderen L. pneumophila Stamm vermitteln kann. Nach der Konjugation kann 
LpcGI-2 ortsspezifisch in das Genom der Transkonjuganten integriert werden. GI-T4SS 
ähnliche Sekretionssysteme sind innerhalb der Proteobacteria verbreitet und wurden in 
Assoziation mit einer Vielzahl an genomischen Elementen identifiziert (Flannery et al., 2011; 





4.2.3 Die Bedeutung von LpcGI-2 für die Fitness von L. pneumophila 
Corby 
Mobile genomische Elemente spielen eine wichtige Rolle in der Evolution von 
Mikroorganismen. Neben den Hauptkomponenten, wie z. B. einer Integrase und einem 
konjugativen System, das den Transfer des Elements vermittelt, können genomische Inseln 
zusätzlich für verschiedene biologische Funktionen codieren. Diese Funktionen sind für die 
Mikroorganismen unter normalen Wachstumsbedingungen in der Regel nicht essentiell, 
können aber bei einer Veränderung der Umweltfaktoren die bakterielle Fitness erhöhen 
(Hacker und Carniel, 2001). Abhängig von ihrer biologischen Funktion können genomische 
Inseln als Pathogenitäts-, Metabolismus-, Fitness-, Resistenz- oder symbiotische Inseln 
klassifiziert werden (Dobrindt et al., 2004).  
Die genomische Insel LpcGI-2 codiert in der Region I für ein neues Typ IV Sekretionssystem 
(GI-T4SS), das den Transfer der Insel in einen anderen L. pneumophila Stamm vermitteln 
kann. Auf der genomischen Insel sind drei Integrasen der DNA_BRE_C Superfamilie 
(cl00213) lokalisiert, die durch die Gene lpc1833, lpc1884 und lpc2123 codiert werden. Die 
Ergebnisse der PCR und qPCR-Analyse zeigten, dass nur die Integrase Lpc1833 an der 
Exzision der genomischen Insel und Bildung der episomalen Form A beteiligt ist. Mittels 
eines in vivo Experiments wurde der Frage nachgegangen, ob das Vorliegen von LpcGI-2 in 
der chromosomalen Form oder in der episomalen Form A, einen Einfluss auf die Replikation 
von Lp Corby in der Wirtszelle besitzt. Die in vivo Replikation der Integrase Mutanten 
∆lpc1833, ∆lpc1884 und ∆lpc2123 in Acanthamoeba castellanii zeigte keinen Unterschied 
zum „Wildtyp“. Demnach hat die Existenz von LpcGI-2 bzw. dem Element A in der 
chromosomalen oder episomalen und zirkulären Form keinen Einfluss auf die Replikation 
und die Virulenz von Lp Corby. Eine ähnliche Beobachtung wurde bereits auch für die 
genomische Insel Trb-1 gemacht. Inwieweit die Expression der LpcGI-2 Gene, von dem 
Vorliegen der genomischen Insel in der episomalen oder chromosomalen Form beeinflusst 
wird, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr untersucht werden. Ungeachtet dessen sind 
auf LpcGI-2 Genprodukte codiert, die für die Verbreitung der genomischen Insel und die 
Fitness von Lp Corby unter bestimmten Umweltfaktoren von Bedeutung sein könnten. 
Innerhalb der Region II ist ein Antirestriktionsprotein (lpc1886) der ArdA Proteinfamilie 
(pfam07275) codiert. ArdA verhindert nach der Konjugation, dass nichtmodifizierte Plasmide 
durch Restriktionsendonukleasen des Rezipienten geschnitten werden (Chilley und Wilkins, 
1995; Nekrasov et al., 2007). Bei ArdA handelt es sich jedoch nicht um einen Virulenzfaktor, 
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das Protein ist vielmehr an der Verbreitung von konjugativen Plasmiden und anderen 
genomischen Elementen beteiligt. Die weiteren Gene der Region II codieren für Proteine mit 
bisher unbekannter Funktion. Neben Genprodukten mit ebenfalls unbekannter Funktion, ist 
innerhalb der Region III ein hel-Genlokus lokalisiert, der für die Komponenten des 
Cobalt/Zink/Cadmium Efflux RND Transporters codiert. Der hel-Genlokus umfasst die 
Permease HelA (lpc1847), das Kation Efflux System HelB (lpc1848) und das 
Außenmembranprotein HelC (lpc1849). In Assoziation mit dem hel-Lokus ist die Cadmium-
Translokation P-Typ ATPase CadA (lpc1846) codiert, die der Familie der E1-E2_ATPasen 
(pfam00122) angehört. Zwei weitere putative Cadmium Efflux ATPasen werden von lpc1843 
und lpc1842 codiert. Ein Vergleich der Aminosäuresequenzen zeigte, dass die drei auf LpcGI-
2 lokalisierten ATPasen untereinander nicht homolog sind. Die hel Gene von L. pneumophila 
codieren für Proteine, die eine Ähnlichkeit zu den Transportproteinen CzcC und CnrC von 
Alcaligenes euthrophusthe und dem Protein NccC von Alcaligenes xylosoxidans besitzen 
(Arroyo et al., 1994; Liesegang et al., 1993). Substrate, die bei L. pneumophila mittels des Hel 
Efflux RND Transporters transportiert werden, wurden bisher nicht identifiziert. Es wurde 
jedoch festgestellt, dass eine Deletion der hel Gene bei L. pneumophila eine Reduktion der 
Zytopathizität gegenüber humanen Makrophagen (U-937) zur Folge hat (McClain et al., 
1996). Qin und Kollegen (2007) spekulierten, dass die Hel Proteine möglicherweise am 
Export von Schwermetallionen aus der bakteriellen Zelle beteiligt sind, da Legionella 
überwiegend in Süßwasserhabitaten und im Erdreich verbreitet ist. Die Hel Proteine könnten 
auf diese Weise L. pneumophila eine Resistenz gegenüber Schwermetallen vermitteln und 
unter bestimmten Bedingungen die bakterielle Fitness erhöhen. Bei L. dumoffii TEX-KL ist 
der hel-Genlokus auf dem Plasmid pLD-TEX-KL codiert. Untersuchungen deuteten darauf 
hin, dass ein TEX-KL Stamm, der für das Plasmid negativ war, im Vergleich zum „Wildtyp“ 
eine höhere Sensitivität gegenüber Cadmium aufwies (Qin et al., 2007). Des Weiteren ist 
innerhalb der Region II von LpcGI-2 ein lypolytisches Enzym (lpc1837) der Alpha/Beta 
Hydrolase Proteinfamilie (pfam12697) codiert, sowie ein Prolin/Betain Transporter ähnliches 
Protein (lpc1835) der MFS (Major Facilitator Superfamily) Proteinfamilie (cd06174). Bei der 
MFS Proteinfamilie handelt es sich um eine Gruppe sekundärer Transporter, die die 
Uniporter, Antiporter und Symporter umfasst. Diese Transportproteine besitzen eine Funktion 
bei der Nährstoffaufnahme oder könnten als Efflux Pumpen fungieren, die u. a. für die 
Antibiotikaresistenz von Bedeutung sein können. Für die Pathogenität von L. pneumophila ist 
in erster Linie das Dot/Icm System von Bedeutung (Andrews et al., 1998; Segal und Shuman, 
1997). Bei der Aufnahme und während der Replikation in Amöben, wie z. B. A. castellanii, 
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oder Alveolarmakrophagen, werden über dieses Typ IVB Sekretionssystem eine Vielzahl an 
Effektorproteinen in die Wirtszelle transferiert (Ensminger und Isberg, 2009). Auf der 
genomischen Insel LpcGI-2 sind innerhalb der Region IV bzw. dem Element B zwei putative 
Dot/Icm Effektorproteine codiert. Das Gen lpc2130 codiert für ein putatives Effektorprotein, 
das bisher nicht näher charakterisiert wurde und eine Ähnlichkeit zu lpw_25801 von Lp 130b 
aufweist. Der zweite Dot/Icm Effektor wird von lpc2128 codiert und zeigt in seiner 
Aminosäuresequenz eine Ähnlichkeit zum SidC Homolog von L. longbeachae NSW150. 
Nach der Phagozytose der Legionellen durch die Wirtszellen und Bildung der LVC 
(Legionella containing region), ist SidC an der Rekrutierung der Vesikel des 
Endoplasmatischen Retikulums beteiligt (Ragaz et al., 2008). Zusammenfassend lässt sich 
sagen, dass es sich bei LpcGI-2 vermutlich nicht um eine Pathogenitätsinsel handelt. Dennoch 
ist zu vermuten, dass der auf LpcGI-2 lokalisierte HelABC Efflux Transporter für 




4.2.4 LpcGI-2 ähnliche genomische Inseln sind in der Gattung Legionella 
verbreitet 
Typ IV Sekretionssysteme (T4SS) werden anhand von Kriterien, wie z. B. der genomischen 
Organisation der codierten Mobilitätsgene, bestehender Homologien und ihrer evolutionären 
Verwandtschaft in F-Typ, P-Typ, I-Typ und GI-T4SS klassifiziert (Juhas et al., 2008; Juhas et 
al., 2007). Die F und P-Typ Systeme werden durch ihre Ähnlichkeit zum vir-System von 
Agrobacterium tumefaciens, zu den T4ASS zugeordnet. F-Typ T4SS zeichnen sich durch eine 
Homologie zur tra-Region des F-Plasmids von E. coli bzw. zur tra-Region von Rickettsia 
bellii aus (Frost et al., 1994; Ogata et al., 2006). Bei Legionella werden z. B. die Tra-Systeme 
von L. pneumophila Philadelphia-I und L. longbeachae NSW150 als F-Typ T4SS klassifiziert. 
Das jeweils auf Trb-1 und Trb-2 codierte Trb/Tra Konjugationssystem von L. pneumophila 
Corby wird hingegen zu den P-Typ T4SS gezählt (Glöckner et al., 2008; Gomez-Valero et al., 
2011). P-Typ T4SS sind homolog zum Konjugationssystem von P. aeruginosa (Gomez-Valero 
et al., 2011). Als Prototyp für ein I-Typ T4SS gilt das Dot/Icm System von L. pneumophila, 
das auch als Typ IVB Sekretionssystem bezeichnet wird und u. a. auch bei Coxiella burnetii 
identifiziert wurde (Segal et al., 2005). Die vierte Gruppe der T4SS, die sogenannten GI-
T4SS, sind bei Proteobacteria weit verbreitet und liegen in der Regel in Assoziation mit 
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genomischen Elementen vor (Juhas et al., 2007). Das neue GI-T4SS wurde bereits für eine 
Vielzahl von Bakterien, darunter Haemophilus influenzae, Proteus mirabilis und Legionella 
pneumophila beschrieben (Flannery et al., 2011; Juhas et al., 2007; Schroeder et al., 2010). 
Die genomischen Inseln LpcGI-1 und LpcGI-2 von Lp Corby codieren ebenfalls für ein GI-
T4SS (Schroeder et al., 2010).  
In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass das auf LpcGI-2 lokalisierte GI-
T4SS bei Lp Corby funktionell ist und die Konjugation der genomischen Insel in einen 
anderen L. pneumophila Stamm vermitteln kann. Neben dem Nachweis der Funktionalität, 
stellte sich die Frage nach der Verbreitung von LpcGI-2 bzw. ähnlichen genomischen Inseln 
im Genus Legionella. Bisher sequenzierte Legionella Genome wurden mittels in silico 
Analyse auf das Vorkommen von LpcGI-2 ähnlichen genomischen Inseln untersucht. Als 
Kriterien für die Klassifizierung als LpcGI-2 ähnliches Element, diente der Integrationsort, 
die Homologie der GI-T4SS Komponenten und die genomische Organisation der Inseln. Die 
genomische Insel LpcGI-2 ist im Genom von Lp Corby innerhalb des tRNAMet (lpc1832) 
integriert und codiert in der Region I für die Komponenten des GI-T4SS. Der L. pneumophila 
Stamm Paris codiert für eine LpcGI-2 ähnliche genomische Insel (LppGI-2). Die 130-kb 
große genomische Insel LppGI-2 besitzt den gleichen Lokalisationsort wie LpcGI-2 und ist 
im Genom von Lp Paris ebenfalls innerhalb des tRNAMet Gens lokalisiert (Cazalet et al., 
2004). Analog zur genomischen Insel von Lp Corby, wurde auf dem 130-kb Element von Lp 
Paris ein Cluster von 24 Genen (lpp2375 bis lpp2398; Region I) identifiziert, das für die 
Komponenten des GI-T4SS codiert (Schroeder et al., 2010). Die auf LpcGI-2 und LppGI-2 
lokalisierten GI-T4SSs besitzen eine identische genomische Organisation. Zudem weisen die 
codierten T4SS Proteine eine relativ hohe Homologie auf. Ein Vergleich der 
Aminosäuresequenzen der codierten Genprodukte, zeigte eine Übereinstimmung von 
durchschnittlich 97 %. Darüber hinaus wurden in den Regionen II, III und IV auf beiden 
genomischen Inseln Gene identifiziert, die für homologe Proteine codieren. Unterschiede 
zwischen LpcGI-2 und LppGI-2 bestehen in erster Linie innerhalb der Regionen III. Die 
genomische Insel von Lp Paris codiert in dieser Region für chemiosmotische Efflux Systeme 
(cebABC, cecABC), mehrere ATP-abhängige Effluxpumpen (cadA1, ctpA, copA1, copA2) und 
eine für eine ATP-Synthase (Cazalet et al., 2004). Unterschiede innerhalb der Region III sind 
bei LpcGI-2 und LppGI-2 vermutlich auf Rekombinationsereignisse, wie Insertion oder 
Deletion zurückzuführen. Aufgrund bestehender Homologien zwischen den Genprodukten 
von lpc1839 und lpp2318, sowie lpc1841 und lpp2368 ist zu vermuten, dass die Gene 
lpp2319 bis lpp2367 über homologe Rekombination, in die Region zwischen lpp2318 und 
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lpp2368 insertiert wurde. Ähnlich zu LpcGI-2 wurden für die chromosomale Form der 
genomischen Insel von Lp Paris ebenfalls eine attL und zwei attR Rekombinationsstellen 
identifiziert. LppGI-2 besteht demzufolge aus zwei Elementen, die jeweils die Gene lpp2311 
bis lpp2409 (Region I-III), sowie lpp2410 bis lpp2439 (Region IV) umfassen. Es ist bisher 
nicht bekannt, ob die genomische Insel LppGI-2, ähnlich wie LpcGI-2, auch in einer oder 
mehrerer episomalen Formen vorliegen kann. LppGI-2 codiert ähnlich wie die genomische 
Insel von Lp Corby für drei putative Integrasen, von denen jedoch nur die Genprodukte von 
lpp2312 bzw. lpp2404 zu denjenigen von lpc1833 bzw. lpc1884 codierten Proteinen homolog 
sind. Die auf den genomischen Inseln jeweils innerhalb der Region IV von lpp2429 und 
lpc2123 codierten putativen Integrasen, weisen hingegen in ihren Aminosäuresequenzen keine 
Übereinstimmung auf. In Anbetracht der identischen attL und attR Rekombinationsstellen 
(Abb. 35) und der bestehenden Homologie von lpp2312 zu lpc1833, ist es denkbar, dass die 
Integrase Lpp2312 an der ortsspezifischen Exzision des Elements lpp2311 bis lpp2409 von 




Abb. 35: Vergleich der tRNA Gene, die als Integrationsorte für genomische Inseln mit einem GI-T4SS 
dienen. Innerhalb des tRNAMet Gens von Lp Corby ist die genomische Insel LpcGI-2 und innerhalb des 
tRNAMet Gens von Lp Paris ist das 130-kb Element LppGI-2 integriert. Das tRNAArg Gen von Lp 130b 
dient als Integrationsort für LGI-2. Die genomische Insel LpcGI-1 von Lp Corby ist innerhalb des 
tRNAThr Gens lokalisiert. Markiert sind jeweils die Nukleotidsequenzen der attL Rekombinationsstellen 
(unterstrichen) und identische Nukleotide (rot) zur tRNAMet von Lp Corby innerhalb dieser Sequenz. 
 
Das genomische Element LGI-2 von Lp 130b codiert für Gene bzw. Regionen, die eine 
Ähnlichkeit zur genomischen Insel LpcGI-2 von Lp Corby aufweisen. Auf LGI-2 ist ebenfalls 
ein GI-T4SS lokalisiert, bestehend aus einem Cluster mit 24 Genen, die durchschnittlich zu 
87 % mit der Region I (lpc1857 bis lpc1880) der genomischen Insel von Lp Corby identisch 
sind (Schroeder et al., 2010). Obwohl bei LpcGI-2 und LGI-2 die flankierenden Regionen 
weitgehend divers sind, wurden auf beiden genomischen Inseln innerhalb der Region II und 
III Gene identifiziert, die für homologe Proteine codieren. Allerdings sind der Integrationsort 
im Chromosom (Abb. 35), sowie die genomische Organisation von LpcGI-2 und LGI-2 
unterschiedlich. LGI-2 ist Teil des genomischen Elements 150-kb ROD, das innerhalb des 
tRNAArg Genes lokalisiert ist. Das Element 150-kb ROD codiert zusätzlich für ein Trb-System 
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bzw. ein T4ASS (Schroeder et al., 2010). Die genomische Insel LGI-2 von Lp 130b codiert 
zwar für ein ähnliches GI-T4SS, wie LpcGI-2, weist aber im Vergleich zu LppGI-2 insgesamt 
eine deutlich geringere Übereinstimmung mit der genomischen Insel von Lp Corby auf (siehe 
Ergebnisse 3.2.5; Abb. 27). Im Genom von Lp Corby wurde eine zweite genomische Insel 
(LpcGI-1) identifiziert, auf der ebenfalls ein GI-T4SS lokalisiert ist. LpcGI-2 und LpcGI-1 
codieren jedoch nicht für ein identisches GI-T4SS (Schroeder et al., 2010). Die von LpcGI-1 
codierten GI-T4SS Komponenten besitzen nur eine geringe Homologie (durchschnittlich ca. 
52 %) zu denjenigen von LpcGI-2. Mit Ausnahme der Gene lpc2377 bis lpc2362, die u. a. für 
ein homologes HelABC Efflux Transportsystem codieren, wurden beim Vergleich der Region 
II, III und IV von LpcGI-2 mit LpcGI-1, keine Genprodukte mit hoher Homologie 
identifiziert. Ebenso sind die genomische Organisation und der chromosomale Integrationsort 
von LpcGI-1 unterschiedlich zu LpcGI-2. Im Genom von Lp Corby ist LpcGI-1 innerhalb des 
tRNAThr Gens lokalisiert (siehe Ergebnisse 3.2.5; Abb. 27). Ähnlich zu LpcGI-2 besteht auch 
LpcGI-1 aus zwei Elementen. Für LpcGI-1 wurden ebenfalls eine attL und zwei attR 
Rekombinationsstellen identifiziert, die jedoch nicht mit den att-Sequenzen von LpcGI-2 
identisch sind (Abb. 35). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es sich bei LpcGI-1 nicht 
um eine LpcGI-2 ähnliche genomische Insel handelt. Der Stamm L. pneumophila 570-CO-H 
(ATCC 43290; Serogruppe 12) codiert für eine Region (lp12_2057 bis lp12_2104), die 
ähnlich zur genomischen Insel LpcGI-2 ist. Innerhalb dieser LpcGI-2 ähnlichen Region, ist 
ein GI-T4SS lokalisiert, das zum 24-Gencluster von LpcGI-2 durchschnittlich zu ca. 98 % 
ähnlich ist. Bei der LpcGI-2 ähnlichen Region von L. pneumophila 570-CO-H handelt es sich 
weder um eine genomische Insel, noch gibt es Hinweise dafür, dass die genannte Region Teil 
einer solchen ist. Für die Klassifizierung als genomische Insel fehlen zwei charakteristische 
Merkmale, zum einen die Integration in ein tRNA Gen und zum anderen die flankierenden 
Rekombinationsstellen attL und attR (Hacker et al., 1997). 
Insgesamt ist zu vermuten, dass die genomischen Inseln LpcGI-2, LppGI-2 und die homologe 
Region im Stamm L. pneumophila 570-CO-H für ein gleiches GI-T4SS codieren und einen 
gemeinsamen Ursprung haben müssen. Die Stämme erhielten die genomischen Inseln 
höchstwahrscheinlich über horizontalen Gentransfer. Interessanterweise codiert der L. 
pneumophila Stamm Alcoy für kein LpcGI-2 ähnliches Element, obwohl die Lp Stämme 
Alcoy und Corby phylogenetisch näher verwandt sind als die Stämme Lp Corby und Lp Paris 
(D'Auria et al., 2010). Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass die genomischen Inseln von Lp 
Corby und Lp Paris unabhängig voneinander, vermutlich nach der Diversität der beiden 
Stämme, erworben wurden. Die genomischen Inseln LpcGI-2 von Lp Corby und LGI-2 von 
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Lp 130b codieren für ein ähnliches GI-T4SS, weisen aber Unterschiede hinsichtlich des 
chromosomalen Integrationsortes, sowie der genomischen Organisation auf (Schroeder et al., 
2010). Dieses Ergebnis lässt die Schlussfolgerung zu, dass LpcGI-2 und LGI-2 vermutlich 
keinen gemeinsamen Ursprung haben und bestehende Homologien auf spätere 
Rekombinationsereignisse zurückzuführen sind. Aufgrund der geringen Identität zwischen 
LpcGI-2 und LpcGI-1 ist es wahrscheinlich, dass die genomischen Inseln über horizontalen 























4.3 L. pneumophila Corby codiert für sechs genomische Inseln 
Im Genom von L. pneumophila Corby sind sechs genomische Inseln bzw. Elemente 
lokalisiert. Für die genomischen Inseln Trb-1 und Trb-2 wurde von unserer Arbeitsgruppe 
erstmals ein neues Trb/Tra Konjugations- und Typ IVA Sekretionssystem beschrieben 
(Glöckner et al., 2008). Neben den genomischen Inseln LpcGI-1 und LpcGI-2, die für ein 
neues putatives T4SS codieren, wurden in dieser Arbeit im Genom von Lp Corby die 
genomischen Elemente LpcGI-Asn und LpcGI-Phe identifiziert und analysiert.  
 
 
4.3.1 Die genomischen Insel LpcGI-1 
Bei LpcGI-1 handelt es sich um ein ca. 120-kb großes genomisches Element, das im 
Chromosom von L. pneumophila Corby innerhalb des tRNAThr Gens integriert ist. Die 
genomische Insel LpcGI-1, ähnelt in ihrem genomischen Aufbau LpcGI-2 und besteht 
ebenfalls aus zwei Elementen, A (lpc2314 bis lpc2204) und B (lpc2203 bis lpc2190). 
Zwischen den Elementen A und B wurde die Rekombinationsstelle attR-1 identifiziert. In der 
chromosomalen Form wird LpcGI-1 von den Rekombinationsstellen attL und attR-2 flankiert. 
In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die genomische Insel LpcGI-1 
sowohl als chromosomale Form, als auch in zwei episomalen Formen (A und B) existieren 
kann. Die Ergebnisse der PCR-Analyse zeigen, dass die Exzision der Elemente A und B 
unabhängig voneinander erfolgt. Eine episomale Form AB, wie bei LpcGI-2, wurde bei 
LpcGI-1 nicht detektiert. Es ist gut möglich, dass hier keine Exzision der gesamten 
genomischen Insel stattfindet und daher auch keine episomale und zirkuläre Form AB 
gebildet wird. Die Ergebnisse aus der PCR-Analyse deuten darauf hin, dass die episomalen 
Formen A und B in relativ gleichem Verhältnis vorliegen. Ebenso wäre es denkbar, dass bei 
LpcGI-1 die Bildung einer episomalen Form AB nur in sehr geringen Maße erfolgt und daher 
mittels PCR nicht nachweisbar ist. Für die genomische Insel LpcGI-2 konnte in dieser Arbeit 
gezeigt werden, dass nur die Exzision und Bildung der episomalen Form A durch eine 
ortsspezifische Integrase (lpc1833) katalysiert wird. Die Exzision von LpcGI-1 könnte 
wahrscheinlich auch in Abhängigkeit einer oder mehrerer ortsspezifischer Integrasen erfolgen. 
LpcGI-1 codiert für drei putative Integrasen (lpc2307, lpc2204, lpc2190), die der 
Superfamilie der DNA_BRE-C (cl00213) Proteine angehören. Der Vergleich der 
Aminosäuresequenzen zeigte jedoch keine Homologie zwischen den LpcGI-1 codierten 
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Integrasen. Das Genprodukt von lpc2307 ist ähnlich zu den Phagen-Integrasen der 
Integrase_1 Proteinfamilie (pfam12835). Die Gene lpc2204 und lpc2190 codieren jeweils für 
eine P4-ähnliche Phagen-Integrase (cd00801). Bei den putativen Phagen-Integrasen handelt es 
sich um Tyrosin Rekombinasen. Ähnlich zu LpcGI-2, wurden auch auf der genomischen Insel 
LpcGI-1, putative DNA-Bindestellen für den Integrase Cofaktor IHF (Integration host factor) 
identifiziert. Die IHF-Bindestellen befinden sich in unmittelbarer Nähe der attL und attR 
Sequenzen, bzw. in Assoziation mit den Rekombinationsstellen. Es muss noch experimentell 
untersucht werden, in wieweit die putativen Integrasen funktionell sind und welche der 
Integrasen an der Exzision von LpcGI-1 beteiligt ist. 
Auf der genomischen Insel LpcGI-1 ist zudem eine Legionella vir Region lokalisiert, welche 
die Gene prpA (lpc2273), lvrA (lpc2274), lvrB (lpc2275) und lvrC (lpc2276) umfasst. Das 
Gen prpA codiert für einen Phagen-Repressor und ist auch unter der Bezeichnung lvrR 
bekannt. Im Gegensatz zum LvrR Phagen-Repressor, der auf Trb-1 und LpcGI-2 codiert ist, 
besitzt das von LpcGI-1 codierte Protein kein S24_LexA Peptidase ähnliches Motiv. Das Gen 
lpc2273 codiert für ein 84 Aminosäuren (AS) langes Protein. Die auf Trb-1 und LpcGI-2 
lokalisierten lvrR Gene codieren hingegen für 224 bzw. 220 AS lange Produkte. Demzufolge 
ist das Genprodukt von lpc2273 vermutlich nicht funktionell. Für Trb-1 konnte bereits die 
LvrR-abhängige Regulation der Exzision nachgewiesen werden. Bedingt durch den nicht-
funktionellen Phagen-Repressor, könnte vermutlich eine ähnliche Regulation bei LpcGI-1 
fehlen. Dieser Befund würde bei LpcGI-1 auch die relativ häufige Exzision und Bildung der 
episomalen Formen A und B erklären, was in etwa der Menge an episomalem Trb-1 bei der 
∆lvrR Mutante in der PCR-Analyse entspricht.  
Auf der genomischen Insel LpcGI-1 ist ein putatives neues Typ IV Sekretionssystem (GI-
T4SS) lokalisiert. Das 24-Gencluster ist homolog zum GI-T4SS, das auf der genomischen 
Insel LGI-1 von Lp 130b codiert ist (Schroeder et al., 2010). Das GI-T4SS von LpcGI-1 
codiert ähnlich wie LpcGI-2, ebenfalls für ein VirB4 (lpc2290), TraD (lpc2296), TraG-N 
(lpc2293), PilL (lpc2277) und PilT (lpc2292) homologes Protein. Zudem besitzen die Gene 
des putativen T4SS von LpcGI-1 und LpcGI-2 eine ähnliche genomische Organisation. In 
dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass auf LpcGI-2 ein funktionelles 
Konjugationssystem lokalisiert ist, das den Transfer der genomischen Insel in andere L. 
pneumophila Stämme vermitteln kann. In wie fern auch LpcGI-1 für ein funktionelles T4SS 
codiert, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr untersucht werden. Es ist jedoch 
wahrscheinlich, dass die genomische Insel mobil ist und von Lp Corby über horizontalen 
Gentransfer erworben wurde. Die Analyse von insgesamt 217 L. pneumophila und 32 „nicht“-
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pneumophila Genomen lässt erkennen, dass die 100-kb Region von Lp Philadelphia-I im 
Genus Legionella weit verbreitet ist (Cazalet et al., 2008; Chien et al., 2004). Das 100-kb 
Element ist ebenfalls mit einem GI-T4SS assoziiert, das zu den T4SS von LpcGI-1 und LGI-1 
homolog ist (Schroeder et al., 2010). Eine in silico Analyse der bisher sequenzierten 
Legionella Genome zeigte, dass LpcGI-1 ähnliche genomische Elemente in allen untersuchten 
L. pneumophila Stämmen vorhanden waren (Tab. 18). Alle diese genomischen Elemente sind 
innerhalb eines tRNAThr Gens lokalisiert und codieren für homologe GI-T4SS Komponenten. 
Unterschiede bestehen zwischen den genomischen Inseln hinsichtlich der Größe und der 
genomischen Organisation. Diese Unterschiede beruhen höchstwahrscheinlich auf homologen 
Rekombinationsereignissen, die durch eine Insertion oder Deletion von einzelnen oder 
mehreren Genen zustande gekommen sind. 
 
 
Tab. 18: Die Verbreitung von LpcGI-1 bzw. ähnlichen genomischen Insel im Genus Legionella. 
Stamm ähnlich zu  
LpcGI-1 
tRNA Genregion attR-1 attR-2 Größe [bp] 
L. pneumophila Corby + Thr lpc_2190-2314 + + 120.190 
L. pneumophila Phil-I + Thr lpg_0973-1085 + + 114.595 
L. pneumophila Paris + Thr lpp_1034-1088 + - 44.537 
L. pneumophila Lens + Thr lpl_1001-1085 + + 79.772 
L. pneumophila Alcoy + Thr lpa_01465-01658 + - 132.991 
L. pneumophila 130b + Thr lpw_10581-11301 + - 59.600 
L. pneumophila 570-CO-H + Thr lp12_0995-1062 + + 57.656 
 
 
Zusätzlich zu den Mobilitätsgenen des GI-T4SS und den putativen Integrasen, codiert die 
genomische Insel LpcGI-1 für biologische Funktionen, die sich unter bestimmten 
Umweltbedingungen, wie z. B. in Anwesenheit toxischer Substanzen, vorteilhaft auf das 
Wachstum von L. pneumophila auswirken könnten. Auf LpcGI-1 ist innerhalb der Region III 
ein putatives Schwermetallionen Transportsystem (helABC), die chemiosmotischen Efflux 
Systeme cebABC und cecABC, mehrere ATP-abhängige Effluxpumpen (cadA, ctpA, copA1, 
copA2), sowie eine ATP-Synthase lokalisiert. Homologe Efflux Systeme und Pumpen wurden 
u. a. auch auf dem 100-kb Element von Lp Philadelphia-I und der 130-kb Insel (LppGI-2) von 
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Lp Paris identifiziert (Cazalet et al., 2004; Chien et al., 2004). Zur Funktion der sogenannten 
„Efflux-Inseln“ ist bisher nur wenig bekannt. Von Chien und Kollegen wurde bereits 
spekuliert, dass diese „Efflux-Inseln“ das Wachstum von L. pneumophila in 
Wasserrohrsystemen begünstigen könnten und die Replikation der Bakterien in Anwesenheit 
von toxischen Bioziden erlauben (Chien et al., 2004). Erste Untersuchungen zeigten zudem, 
dass die Genexpression der oben genannten Efflux Systeme und Efflux Pumpen während der 
Replikation von L. pneumophila in Makrophagen induziert ist (Rankin et al., 2002). 
Interessanterweise sind die auf LpcGI-1 codierten Genprodukte von helA (lpc2269), helB 
(lpc2270), helC (lpc2271) und cadA (lpc2268) zu 94 bis 99 % zu den HelABC Proteinen und 
der ATPase CadA identisch, die auf LpcGI-2 und den 100-kb bzw. 130-kb Elementen der 
Stämme Philadelphia bzw. Paris codiert sind. Eine ähnliche hel-Region ist auch auf dem 66-
kb Plasmid pLD-TEX-KL von L. dumoffii TEX-KL präsent (Qin et al., 2007). Wie bereits für 
LpcGI-2 und pLD-TEX-KL spekuliert, könnte der auf LpcGI-1 lokalisierte 
Cobalt/Zink/Cadmium Efflux RND Transporter HelABC auch am Export von 
Schwermetallionen beteiligt sein. Trotz allem, Untersuchungen zeigten, dass die von L. 
pneumophila Philadelphia codierten Efflux Systeme und Pumpen keinen nachweisbaren 
Effekt auf die Replikation der Bakterien in Amöben und humanen Makrophagen haben. Nur 
die Kupfer Efflux ATPase copA1 (lpg1024) wurde als funktionelles Protein identifiziert, das 
eine Resistenz gegenüber Cu2+ Ionen vermittelt (Kim et al., 2009). Das Genprodukt von 
lpg1024 ist zu ca. 85 % zur LpcGI-1 codierten Kupfer Efflux ATPase copA1 (lpc2254) 
identisch. Inwieweit die Efflux Systeme und ATPase Pumpen auch bei L. pneumophila Corby 
funktionell sind, wurde bisher noch nicht untersucht. Aufgrund der bestehenden Homologien 
zwischen den von LpcGI-1 und vom 100-kb Element codierten Efflux Systemen, ist zu 
vermuten, dass die „Efflux-Insel“ von Lp Corby für die Replikation in Amöben und humanen 
Makrophagen nicht essentiell ist. Dennoch, Kim und Kollegen (2009) vermuten, dass die 
„Efflux-Insel“ bei Legionella in einem anderen Stadium des Lebenszyklusses eine Rolle 
spielen könnte. Möglicherweise könnte die „Efflux-Insel“ den Effekt der Ag/Cu Ionisation 
reduzieren, die in den Wassersystemen der Krankenhäuser ein Wachstum der Legionellen 






4.3.2 Die genomische Insel LpcGI-Asn 
Das genomische Element LpcGI-Asn wurden während dieser Arbeit, im Zuge einer 
systematischen in silico Analyse der tRNA Gene von L. pneumophila Corby identifiziert. In 
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es sich bei LpcGI-Asn um eine genomischen Insel 
handelt. LpcGI-Asn kann durch die Größe von nur rund 6 kb, auch als Islet klassifiziert 
werden (Hacker und Carniel, 2001). Die genomische Insel ist innerhalb des tRNAAsn Gens 
lokalisiert. Die Ergebnisse aus der PCR-Analyse und der Sequenzierung zeigen, dass LpcGI-
Asn sowohl in einer episomalen zirkulären, als auch in einer chromosomalen Form existieren 
kann. Ein Vergleich der PCR-Produkte der episomalen Formen (2/3) von LpcGI-Asn mit der 
genomischen Insel Trb-1, lässt darauf schließen, dass die Exzision von LpcGI-Asn ähnlich 
häufig erfolgt wie bei Trb-1. LpcGI-Asn codiert für eine ortsspezifische Integrase (lpc0085), 
die ähnlich zu den P4-Integrasen (cd00801) von Bakteriophagen ist (Pierson und Kahn, 
1987). P4-ähnliche Integrasen werden in Assoziation mit mobilen genomischen, wie z. B. 
temperenten Bakteriophagen, integrativen Plasmiden, Pathogenitätsinseln, symbiotischen 
Inseln, usw. gefunden (Buchrieser et al., 1998; Clark et al., 1991; Ravatn et al., 1998). Die auf 
LpcGI-Asn codierte Integrase lpc0085 gehört zu den Proteinen der DNA_BRE_C 
Superfamilie (cl00213). Diese Proteinfamilie umfasst neben Typ IB Topoisomerasen, auch 
Tyrosin Rekombinasen. Ähnlich wie die Integrasen Int-1 und Lpc1833, handelt es sich bei 
Lpc0085 auch um eine Tyrosin Rekombinase. Vermutlich könnte die Integrase Lpc0085 an 
der Exzision und Integration der genomischen Insel LpcGI-Asn beteiligt sein. Um die 
Prozesse der Exzision und Integration zu katalysieren benötigen Phagen-Integrasen die „att“ 
Rekombinationsstellen (Groth und Calos, 2004). Für die chromosomale Form von LpcGI-Asn 
wurde in der Nukleotidsequenz eine attL und eine attR Rekombinationssequenz identifiziert. 
Die Sequenzierung der episomalen Form zeigte, dass attL und attR während der Exzision von 
LpcGI-Asn zu attP rekombinieren, dabei verblieb im Genom die attB-Sequenz. Zusätzlich zu 
den Rekombinationsstellen ist auf LpcGI-Asn, „stromaufwärts“ und „stromabwärts“ von attP, 
jeweils eine putative IHF-Konsensussequenz lokalisiert, die als Bindestelle für das IHF 
(Integration host factor) Protein dienen könnte (Hales et al., 1994). Eine dritte IHF-
Konsensussequenz befindet sich in der chromosomalen DNA, „stromabwärts“ von attB.  
Im Vergleich zu den bisher analysierten genomischen Inseln von Lp Corby, ist auf LpcGI-Asn 
weder ein Typ IV Sekretionssystem (T4SS), noch sind T4SS Komponenten codiert. Das Gen 
lpc0088 codiert für ein LvrA homologes Protein. LvrA ähnliche Proteine sind Bestandteil der 
Legionella vir Region (lvr), die im Genus Legionella häufig in Assoziation mit genomischen 
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Inseln gefunden wird (Cazalet et al., 2004; Glöckner et al., 2008; Gomez-Valero et al., 2011; 
Schroeder et al., 2010). LvrA verfügt über keine charakteristischen Motive oder 
Proteindomänen, ebenso ist über die Funktion des Proteins bisher nichts bekannt. Insgesamt 
lässt sich auch bezüglich der Funktion der gesamten genomischen Insel LpcGI-Asn keine 
Aussage treffen, da hier experimentelle Grundlagen fehlen. Ein „blastp“ der 
Aminosäuresequenzen der von LpcGI-Asn codierten Proteine, lieferte nur noch für die Gene 
lpc0086 und lpc0087 putative Funktionen. Die Gene lpc0089 bis lpc0091 codieren hingegen 
für Genprodukte mit unbekannter Funktion. Das Protein Lpc0086 ist ähnlich zu den Gp49 
Proteinen (pfam05973) von Bakteriophagen, einer Proteinfamilie mit bisher nicht 
charakterisierter Funktion. Zudem ist Lpc0086 zu 78 % zur Toxin-Komponente von Vibrio 
scophthalmi homolog. Das zweite Genprodukt Lpc0087 besitzt mit der Antitoxin-
Komponente von V. scophthalmi eine Übereistimmung von 64 % und gehört der Familie der 
HTH_XRE ähnlichen Proteine (cd00093) an. Bei den Mitgliedern dieser Proteinfamilie 
handelt es sich um Transkriptionsregulatoren. Inwieweit lpc0086 und lpc0087 für ein 
funktionelles Toxin-Antitoxin (TA) System codieren, wurde noch nicht untersucht. Plasmid 
codierte TA-Systeme dienen als Stabilitätsfaktoren, die verhindern, dass die mobilen 
genomischen Elemente bei fehlendem Selektionsdruck aus dem bakteriellen Erbgut 
verschwinden. Typ I TA-Systeme bestehen aus zwei nebeneinander liegenden Genen und 
codieren jeweils für das Toxin und Antitoxin (Guglielmini und Van Melderen, 2011; Hayes 
und Sauer, 2003). Das „Antitoxin“ neutralisiert das „Toxin“ Protein durch Bindung und 
verhindert so den Zelltod. Die Funktionalität, des auf LpcGI-Asn codierten TA-Systems, 
könnte durch die Generierung einer lpc0087 (Antitoxin) Deletionsmutante untersucht werden. 
Bei einem aktiven TA-System sollte durch die Deletion der Antitoxin Komponente, das 
Wachstum von Lp Corby durch das Toxin inhibiert werden. Eine in silico Analyse der LpcGI-
Asn Gene hinsichtlich ihres Vorkommens im Genus Legionella zeigte, dass zu lpc0086 und 
lpc0087 homologe Genprodukte auch auf genomischen Elementen von Lp Paris (lpp0073, 
lpp0074) und Lp Alcoy (lpa_00109, lpa_00110) lokalisiert sind (Cazalet et al., 2008; D'Auria 
et al., 2010). Bei Lp Alcoy sind die beiden Gene auf der genomischen Insel R1 codiert. 
Ähnlich zu LpcGI-Asn, liegt R1 in der chromosomalen Form auch innerhalb des tRNAAsn 
Gens integriert vor (D'Auria et al., 2010). Ausgehend von der attL und attR 
Rekombinationsstelle, umfasst R1 die Gene lpa_00108 bis lpa_00113 und besitzt exakt die 
gleiche Größe wie LpcGI-Asn (Tab. 19). Dies ist jedoch nicht mit den Angaben von D’Auria 
und Kollegen (2010) konform. Laut dieser Arbeit umfasst R1 die Gene lpa_00094 bis 
lpa_00113, ebenso werden für LpcGI-Asn die Gene lpc0075 bis lpc0091 angegeben. Anhand 
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welcher Kriterien die Größe der genomischen Inseln von D’Auria und Kollegen (2010) 
bestimmt wurde ist nicht bekannt, da weder „stromaufwärts“ von lpc0075, noch von lpa_0094 
eine attR Rekombinationsstelle identifiziert wurde. Ein Vergleich von R1 und LpcGI-Asn 
zeigte, dass mit Ausnahme von lpc0089, die Aminosäuresequenzen der von LpcGI-Asn 
codierenden Proteine, zu 100 % mit denjenigen von R1 identisch sind. Das genomische 
Element von Lp Paris liegt ebenfalls innerhalb eines tRNAAsn Gens integriert vor (Cazalet et 
al., 2008). Im Gegensatz zu R1 von Lp Alcoy, zeigt der Vergleich der Aminosäuresequenzen, 
dass lediglich für die Genen lpc0085 bis lpc0088 homologe Proteine auf dem genomischen 
Element von Lp Paris (lpp0072-lpp0075) lokalisiert sind. Für die genomische Insel LpcGI-
Asn wurde bisher auch noch nicht untersucht inwiefern sie konjugierbar ist und in andere 
Legionella Stämme transferiert werden kann. Das Vorkommen von ähnlichen genomischen 
Inseln bei Lp Paris und Lp Alcoy deutet darauf hin, dass LpcGI-Asn von Lp Corby vermutlich 
über horizontalen Gentransfer erworben wurde. Ungeachtet dessen, dass die genomische Insel 
LpcGI-Asn für kein T4SS codiert, wäre es möglich, dass die genomische Insel mit Hilfe des 
Trb/Tra Konjugationssystems von Trb-1, in andere Legionella Stämme transferiert werden 
könnte (Glöckner et al., 2008). 
 
 
Tab. 19: Die Verbreitung der genomischen Insel LpcGI-Asn im Genus Legionella. 
Stamm ähnlich zu LpcGI-Asn tRNA Genregion Größe [bp] 
L. pneumophila Corby + Asn lpc_0085-0091 6.066 
L. pneumophila Paris + Asn lpp_0072-0084 12.208 










4.3.3 Die genomische Insel LpcGI-Phe 
Analog zur genomischen Insel LpcGI-Asn, wurde LpcGI-Phe im Genom von L. pneumophila 
Corby mittels einer in silico Analyse identifiziert. Bei LpcGI-Phe handelt es sich ebenfalls um 
eine genomische Insel. LpcGI-Phe liegt im Lp Corby Chromosom innerhalb des tRNAPhe 
Gens integriert vor und wird von den Rekombinationsstellen attL und attR flankiert. In 
unmittelbarer Nähe von attR ist eine ortsspezifische Integrase (lpc1395) codiert, die eine 
Ähnlichkeit zu den P4-Integrasen (cd00801) von Bakteriophagen aufweist, die in Assoziation 
mit mobilen genomische Elementen gefunden werden. Bei der ortsspezifischen Integrase 
lpc0085 von LpcGI-Asn, handelt es sich ebenfalls um eine P4-ähnliche Phagen-Integrase. 
Eine zweite putative Integrase wird durch lpc1391 codiert, die zur Familie der DNA-
bindenden Prophagen-Integrasen (pfam12835) gehört und bei Proteobacteria gefunden 
werden. Bei beiden LpcGI-Phe codierten putativen Integrasen handelt es sich Tyrosin 
Rekombinasen der DNA_BRE_C Superfamilie (cl00213). Ein Vergleich der 
Aminosäuresequenzen zeigte, dass die Integrasen Lpc1395 und Lpc1391 zueinander nicht 
homolog sind. Im Gegensatz zu den bisher diskutierten genomischen Inseln von Lp Corby, 
existiert LpcGI-Phe vermutlich nur in einer chromosomalen Form, da eine zirkuläre 
episomale Form experimentell nicht detektiert werden konnte. Es ist gut möglich, dass die 
Exzision der genomischen Insel LpcGI-Phe nur in sehr geringem Maße erfolgt und daher die 
Analyse mittels PCR kein Ergebnis lieferte. Aufschluss über das Vorkommen von LpcGI-Phe 
als zirkuläre Form, könnte möglicherweise eine Analyse mittels Real-time RCR geben. 
Andererseits ist es auch möglich, dass bei der genomische Insel keine Exzision erfolgen kann, 
da DNA-Bindestellen für Faktoren fehlen, die neben der Integrase auch an der Katalyse der 
Exzision beteiligt sind. Mittels in silico Analyse wurden die flankierenden att-
Rekombinationsstellen und die Nukleotidsequenzen „stromabwärts“ und „stromaufwärts“ 
dieser Sequenzen untersucht. „Stromabwärts“ von attL wurde eine putative DNA-Bindestelle 
für das IHF-Protein identifiziert. Hingegen wurde „stromaufwärts“ von attR keine IHF-
Konsensussequenz gefunden. Die fehlende IHF-Bindestelle könnte dazu führen, dass das 
IHF-Protein an dieser Stelle nicht an die DNA binden kann. 
Ähnlich wie LpcGI-Asn codiert auch die genomische Insel LpcGI-Phe für kein Typ IV 
Sekretionssystem oder einzelne Komponenten dieses Systems. Inwiefern LpcGI-Phe in 
andere Legionella Stämme konjugiert werden kann, ist nicht bekannt. Es wäre möglich, dass 
die genomische Insel über das Trb/Tra Konjugationssystem von Trb-1 transferiert werden 
könnte (Glöckner et al., 2008). Andererseits existiert LpcGI-Phe vermutlich nur in einer 
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chromosomalen Form und die experimentellen Daten für Trb-1 und LpcGI-2 zeigten, dass die 
Konjugation der genomischen Inseln vorwiegend in der episomalen Form erfolgt. Es ist 
jedoch zu vermuten, dass LpcGI-Phe von Lp Corby über horizontalen Gentransfer 
aufgenommen wurde. Eine zu LpcGI-Phe ähnliche genomische Insel ist auch im Genom von 
Lp Alcoy lokalisiert. Die genomische Insel von Lp Alcoy ist um 2.430 bp kleiner als LpcGI-
Phe, sie liegt aber ebenfalls innerhalb des tRNAPhe Gens integriert vor. Der Proteinblast der 
Aminosäuresequenzen der LpcGI-Phe codierten Proteine zeigte, mit Ausnahme von lpc1384, 
lpc1388, lpc1389 und lpc1394, dass die anderen Proteine im Durchschnitt zu ca. 98 % zu den 
Genprodukten der Lp Alcoy Insel ähnlich sind. Die L. pneumophila Stämme Alcoy und Corby 
sind phylogenetisch nah verwandt und haben ca. 2.560 Gene gemeinsam (D'Auria et al., 
2010). Die beiden genomischen Inseln von Lp Corby und Alcoy besitzen den gleichen 
Integrationsort und haben acht Gene gemeinsam, die zudem eine hohe Homologie aufweisen. 
Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass beide genomischen Inseln einen gemeinsamen 
Ursprung haben könnten. Ähnlich wie bereits für Trb-1 und DT2 von D’Auria und Kollegen 
(2010) vermutet, könnte die genomische Insel LpcGI-Phe von Lp Corby und Lp Alcoy vor der 
Divergenz der beiden Stämme über horizontalen Gentransfer erworben worden sein. Bis auf 
Lp Alcoy wurde in den anderen bisher sequenzierten Legionella Stämmen keine genomische 
Insel identifiziert, die zu LpcGI-Phe eine Ähnlichkeit aufweist. Über eine mögliche Funktion 
der genomischen Insel ist nichts bekannt. LpcGI-Phe ist im Genus Legionella nicht weit 
verbreitet. Zudem codiert keines der 12 Gene auf der genomischen Insel, für bisher bekannte 
putative Virulenzfaktoren oder Resistenzgene. Daher ist zu vermuten, dass es sich bei LpcGI-
Phe um eine genomische Insel handelt, die keine oder nur eine geringe Bedeutung für die 
Fitness von L. pneumophila Corby haben könnte. 
 
 
Tab. 20: Die Verbreitung der genomischen Insel LpcGI-Phe im Genus Legionella. 
Stamm ähnlich zu LpcGI-Phe tRNA Genregion Größe [bp] 
L. pneumophila Corby + Phe lpc_1384-1395 11.554 







Im Rahmen dieser Arbeit konnten neue Erkenntnisse zum Aufbau, zur Regulation zur 
Funktion und zur Verbreitung der genomischen Inseln von L. pneumophila Corby gewonnen 
werden. 
Die genomische Insel Trb-1 kann sowohl in einer, innerhalb des tRNAPro Gens, integrierten 
chromosomalen, als auch in einer episomalen zirkulären Form vorliegen. Die Exzision von 
Trb-1 ist von der ortsspezifischen Integrase Int-1 abhängig und wird unter Beteiligung der 
Legionella vir Region (lvr) reguliert, die für die Proteine LvrRABC codiert. Für LvrR konnte 
bereits gezeigt werden, dass der Phagen-Repressor die Exzision von Trb-1 reguliert. Es bleibt 
zu untersuchen, ob LvrR als positiver oder negativer Regulator fungiert und in wie fern diese 
Regulation indirekt über das CsrA homologe Protein LvrC erfolgt. Hierfür muss noch eine 
∆lvrC Mutante generiert und analysiert werden. Über die Funktion von LvrA und LvrB ist 
bisher nichts bekannt, ebenso ist der Anteil der beiden Proteine an der Regulation der 
Exzision noch unklar. Für eine nähere Charakterisierung müssen eine ∆lvrA und ∆lvrB 
Deletionsmutante generiert und diese anschließend hinsichtlich der Exzision und Bildung der 
episomalen Form von Trb-1 untersucht werden. Die Charakterisierung der Mutante ∆int-1 
zeigte, dass Trb-1 hauptsächlich in der episomalen Form konjugiert wird. Es wäre daher 
interessant zu untersuchen, ob eine häufigere Exzision von Trb-1, wie dies bei den Mutanten 
∆lvrR oder ∆lvrRABC der Fall ist, mit einer Zunahme der Konjugationsrate einhergeht. 
Die Analyse von LpcGI-1 und LpcGI-2 zeigte, dass die genomischen Inseln in zwei bzw. drei 
verschiedenen episomalen und chromosomalen Formen existieren können. Für die 
ortsspezifische Integrase lpc1833, konnte zudem gezeigt werden, dass die Integrase an der 
Exzision und Bildung der episomalen Form A von LpcGI-2 beteiligt ist. LpcGI-1 codiert 
ähnlich wie LpcGI-2 für drei putative Integrasen. Durch die Generierung von 
Deletionsmutanten könnte überprüft werden, welche der codierten Integrasen an der Exzision 
der genomischen Insel LpcGI-1 beteiligt sind. 
Auf den genomischen Inseln LpcGI-1 und LpcGI-2 von L. pneumophila Corby ist ein neues 
Typ IV Sekretionssystem (T4SS) codiert, das sogenannte GI-T4SS. In dieser Arbeit konnte 
zum ersten Mal gezeigt werden, dass das auf LpcgI-2 lokalisierte GI-T4SS funktionell ist und 
die Konjugation der genomischen Insel in einen anderen L. pneumophila Stamm vermitteln 
kann. Des Weiteren könnte untersucht werden, in wieweit LpcGI-2 auch in andere Legionella 
bzw. „nicht“-pneumophila Stämme konjugiert werden kann. Ein weiter Aspekt wäre die 
Untersuchung der Konjugation von LpcGI-1 in andere Legionella Stämme. Da LpcGI-1 
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ähnliche Inseln im Genus Legionella weit verbreitet sind, müsste als Rezipient ein Stamm 
gesucht werden, der für ein LpcGI-1 ähnliches Element negativ ist. Als geeigneter Rezipient 
könnte sich hier L. oakridgensis ATCC 33761 erweisen. Bei L. oakridgensis ATCC 33761 
handelt es sich um einen Legionella Stamm, der kürzlich von unserer Arbeitsgruppe 
sequenziert wurde und weder für eine LpcGI-1, noch für eine LpcGI-2 ähnliche genomische 
Insel codiert. Anhand der Transkonjuganten, die aus dieser Konjugation hervorgingen, könnte 
anschließend die Bedeutung von LpcGI-1 für die iv vivo Replikation und die Virulenz von 
Legionella untersucht werden. 
Die genomische Insel LpcGI-1 codiert für einen Cobalt/Zink/Cadmium Efflux System 
(helABC), für chemiosmotische Efflux Systeme (cebABC, cecABC) und mehrere ATP-
abhängige Efflux Pumpen (cadA, ctpA, copA1, copA2). Durch die Deletion des hel-Genlokus 
könnte die Sensitivität der Lp Corby Mutanten gegenüber Schwermetallionen, während der in 
vitro und in vivo Replikation untersucht werden. Ähnlich könnte auch mit der Analyse der 
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Tab. 21: Optische Dichte bei 600 nm (OD600) von L. pneumophila Corby „Wildtyp“ und den 
Deletionsmutanten ∆int-1, ∆lvrRABC und ∆lvrR. Wachstum in YEB-Medium bei 37°C. Gezeigt sind 
Doppelansätze. 
Zeit [h] Lp Corby ∆int-1 ∆lvrRABC ∆lvrR 
0 0,318 0,325 0,366 0,361 0,368 0,336 0,334 0,322 
2 0,562 0,549 0,566 0,567 0,568 0,543 0,493 0,499 
4 1,088 1,075 0,953 0,972 1,001 1,006 0,773 0,798 
6 1,673 1,647 1,560 1,573 1,563 1,594 1,231 1,275 
8 1,877 1,848 1,859 1,870 1,781 1,816 1,716 1,735 
10 2,030 2,006 2,041 2,048 1,957 1,982 1,874 1,896 
12 2,096 2,079 2,142 2,140 2,027 2,046 - - 
22 2,216 2,217 2,312 2,268 2,243 2,224 2,164 2,162 
25 2,195 2,207 2,293 2,299 2,257 2,201 2,157 2,163 
30 2,182 2,176 2,257 2,266 2,221 2,195 2,125 2,137 
 
 
Tab. 22: Optische Dichte bei 600 nm (OD600) von L. pneumophila Corby „Wildtyp“ und den 
Deletionsmutanten ∆lpc1833, ∆lpc1884 und ∆lpc2123. Wachstum in YEB-Medium bei 37°C. Gezeigt sind 
Doppelansätze. 
Zeit [h] Lp Corby ∆lpc1833 ∆lpc1884 ∆lpc2123 
0 0,382 0,344 0,355 0,384 0,365 0,348 0,372 0,348 
2 0,580 0,536 0,550 0,573 0,559 0,510 0,577 0,531 
4 0,940 0,912 0,993 0,925 0,989 0,764 0,985 0,855 
6 1,391 1,414 1,555 1,378 1,540 1,116 1,478 1,303 
8 1,777 1,787 1,841 1,775 1,836 1,547 1,819 1,724 
10 1,923 1,962 2,004 1,933 1,996 1,829 1,970 1,909 
12 2,032 2,040 2,063 2,032 2,062 1,949 2,049 2,017 
24 2,090 2,101 2,149 2,023 2,197 2,113 2,114 2,078 






Abb. 36: PCR-Analyse der Transkonjuganten (TK) aus der Konjugation der genomischen Insel Trb-1 in 
Lp Phil-I JR32 (Rezipient). Als Donor fungierten die der Stamm (A) Lp Corby WT° und (B) die Integrase 
Mutante ∆int-1. Die TK wurden zunächst auf das spezifische Lp Phil-I Gen lpg0402 (lpg0402-U/lpg0402-
R) und die Trb-1 Gene traG (lpc2801; TraG-F/TraG-R) und traM (lpc2791; TraM-F/TraM-R) kontrolliert. 
Anschließend wurden die TK auf die episomale zirkuläre Form (2/3; trb-2/trb-3), das intakte tRNAPro Gen 
(lpg0524) von Lp Phil-I JR32 (1/4; trb-1/trb-4) und die chromosomale Form (1/2 und 3/4; trb-1/trb-2 und 
trb-3/trb-4) von Trb-1 hin untersucht. Die Zahlen 1-30 bzw. 1-10 unter den Abbildungen entsprechen 
jeweils den TK 1-30 und 1-10; 31=Donor (A) Lp Corby WT° oder (B) ∆int-1 und 32=Rezipient Lp Phil-I 




Tab. 23: Ergebnisse der qPCR aus der Analyse der episomalen Form von Trb-1 beim „Wildtyp“ Lp Corby und den Deletionsmutanten ∆int-1, ∆lvrRABC und ∆lvrR. Die 
Bildung der episomalen Form von Trb-1 wurde während der exponentiellen (E) und stationären (S) Phase untersucht. Die Signifikanz (P-Werte; P<0,05) wurde mit dem t-
Test bestimmt und ist wie folgt angegeben: *** <0,001; ** <0,01; * <0,05; „ns“ >0,05, nicht signifikant. 
 WT  ∆int-1  ∆lvrRABC  ∆lvrR 
 Mittelwert SEM P-Wert  Mittelwert SEM P-Wert  Mittelwert SEM P-Wert  Mittelwert SEM P-Wert 
Trb-1ci vs. flaA                
E Phase 1,065 x 10-4 4,865 x 10-6 ***  4,054 x 10-6 1,001 x 10-6 ***  1,472 x 10-2 5,315 x 10-4 ***  1,287 x 10-2 2,184 x 10-3 *** 
S Phase 2,122 x 10-4 2,451 x 10-5 ***  4,105 x 10-6 1,231 x 10-6 ***  1,376 x 10-2 6,307 x 10-4 ***  1,904 x 10-2 1,861 x 10-3 *** 
∆ vs. WT                
E Phase - - -  0,034 0,009 ***  146,800 11,500 ***  68,118 9,664 *** 
S Phase - - -  0,029 0,014 ***  74,243 27,986 ***  125,092 35,614 *** 





Tab. 24: Ergebnisse der qPCR aus der Analyse der episomalen Formen A, B und AB der von LpcGI-2, 
beim „Wildtyp“ Lp Corby. Als Template für die qPCR diente chromosomale DNA aus der exponentiellen 
(E) und stationären (S) Phase. Die Signifikanz (P-Werte; P<0,05) wurde mit dem t-Test bestimmt und ist 
wie folgt angegeben: *** <0,001; ** <0,01; * <0,05; „ns“ >0,05, nicht signifikant. 
   WT 
 Episomale Form Wachstumsphase Mittelwert SEM P-Wert 
LpcGI-2 vs. flaA A E 2,436 x 10-3 1,447 x 10-3 *** 
  S 1,283 x 10-3 5,819 x 10-4 *** 
 B E 7,578 x 10-7 4,007 x 10-8 *** 
  S 8,174 x 10-7 3,702 x 10-7 *** 
 AB E 4,655 x 10-7 1,043 x 10-7 *** 
  S 6,639 x 10-7 2,383 x 10-7 *** 
      
B bzw. AB vs. A B E 5,475 x 10-4 2,036 x 10-4 ** 
  S 9,465 x 10-4 5,518 x 10-4 ** 
 AB E 2,983 x 10-4 1,037 x 10-4 ** 
  S 7,756 x 10-4 3,829 x 10-4 ** 
      
S vs. E Phase A - 0,968 0,304 ns 
 B - 1,278 0,141 ns 





Tab. 25: Ergebnisse der qPCR aus der Analyse der episomalen Formen A, B und AB der von LpcGI-2, bei den Integrase Mutanten ∆lpc1833, ∆lpc1884 und ∆lpc2123. Als 
Template für die qPCR diente chromosomale DNA aus der exponentiellen (E) und stationären (S) Phase. Die Signifikanz (P-Werte; P<0,05) wurde mit dem t-Test bestimmt 
und ist wie folgt angegeben: *** <0,001; ** <0,01; * <0,05; „ns“ >0,05, nicht signifikant. 
   ∆lpc1333  ∆lpc1884  ∆lpc2123 
 Episomale Form Wachstumsphase Mittelwert SEM P-Wert  Mittelwert SEM P-Wert  Mittelwert SEM P-Wert 
              
LpcGI-2 vs. flaA A E 5,286 x 10-7 9,347 x 10-8 ***  2,177 x 10-3 1,116 x 10-3 ***  1,162 x 10-3 3,354 x 10-4 *** 
  S 5,199 x 10-7 1,171 x 10-8 ***  1,432 x 10-3 6,374 x 10-4 ***  6,778 x 10-4 1,804 x 10-4 *** 
 B E 1,164 x 10-6 3,076 x 10-7 ***  1,434 x 10-6 1,326 x 10-7 ***  1,985 x 10-6 1,249 x 10-7 *** 
  S 6,412 x 10-7 1,981 x 10-7 ***  7,393 x 10-7 7,467 x 10-8 ***  1,054 x 10-6 1,364 x 10-7 *** 
 AB E 4,807 x 10-7 9,089 x 10-8 ***  5,434 x 10-7 1,383 x 10-7 ***  3,941 x 10-7 9,960 x 10-8 *** 
  S 5,321 x 10-7 1,291 x 10-7 ***  6,185 x 10-7 1,450 x 10-7 ***  5,441 x 10-7 9,086 x 10-8 *** 
              
∆ vs. WT A E 2,535 x 10-4 7,198 x 10-5 **  1,227 0,448 ns  0,831 0,503 ns 
  S 6,318 x 10-4 2,456 x 10-4 **  1,277 0,308 ns  0,674 0,340 ns 
 B E 1,137 0,120 ns  2,190 0,495 ***  2,693 0,860 *** 
  S 0,926 0,192 ns  1,234 0,262 ns  1,534 0,578 ns 
 AB E 0,868 0,179 ns  1,375 0,313 ns  0,922 0,314 ns 
  S 0,886 0.117 ns  1,121 0,265 ns  0,813 0,168 * 
              
B bzw. AB vs. A B E 2,374 0,675 *  1,103 x 10-3 4,467 x 10-4 ***  2,078 x 10-3 6,610 x 10-4 *** 
  S 1,219 0,352 ns  8,390 x 10-4 4,220 x 10-4 ***  1,900 x 10-3 7,476 x 10-4 *** 
 AB E 0,904 0,044 ns  3,343 x 10-4 1,052 x 10-4 ***  3,635 x 10-4 7,929 x 10-5 *** 
  S 1,014 0,225 ns  7,274 x 10-4 4,448 x 10-4 ***  9,554 x 10-4 3,358 x 10-4 *** 
              
S vs. E Phase A - 2,219 0,935 **  0,980 0,156 ns  0,802 0,161 ns 
 B - 1,006 0,080 ns  0,733 0,128 ns  0,690 0,017 ns 
 AB - 2,230 0,669 **  1,831 0,713 ns  1,964 0,395 *** 





Tab. 26: Aufbau der genomischen Insel LpcGI-2 bei L. pneumophila Corby. Für Gene mit unbekannter 
Funktion, wurden Gene anderer Legionella und „nicht“-Legionella Stämme angegeben, die in ihrer 
Proteinsequenz die höchste Übereinstimmung aufwiesen. lpc=Lp Corby; lpp=Lp Paris; lpg=Lp Phil-I; 
lpl=Lp Lens; lpa=Lp Alcoy; lpw=Lp 130b; lp12=Lp ATCC 43250; llo=L. longbeachae NSW150; ldg=L. 
drancourtii LLAP12. 
lpc Name Mögliche Funktion bzw. ähnliche Proteine 
- Repeat attL 
1833 int Integrase, putativ; ähnlich zu lpp2312 
1834  ähnlich zu lpp2313 
1835  Prolin/Betain Transporter Protein, ähnlich zu lpp2314 
1836  ähnlich zu lpw_21221 
1837  Lypolytisches Enzym, ähnlich zu lp12_2062 
1838  Transkriptionaler Regulator, Responseregulator, enthält eine „CheY-like receiver“ und eine HTH DNA-bindende 
Domäne, ähnlich zu lp12_2063 
1839  ähnlich zu lp12_2064 
1840  ähnlich zu lp12_2065 
1841  ähnlich zu lp12_2066 
1842  Putative Cadmium Efflux ATPase, ähnlich zu lp12_2067 
1843  Cadmium Efflux ATPase, ähnlich zu lpg1010 
1844  ähnlich zu lpc_2266; lpa_01547 
1845  ähnlich zu lp12_2069 
1846 cadA Cadmium Translokation P-Typ ATPase, ähnlich zu lp12_2070 
1847 helA Cobalt/Zink/Cadmium Efflux RND Transporter, Permease Protein HelA, ähnlich zu lp12_2071 
1848 helB Kation Efflux System HelB, ähnlich zu lp12_2072 
1849 helC Cobalt/Zink/Cadmium Efflux RND Transporter, Außenmembranprotein HelC, ähnlich zu lp12_2073 
1850  Reverse Transkriptase 
1851  hypothetisches Protein 
1852  ähnlich zu llo_0765 
1853  ähnlich zu llo_1727 
1854  ähnlich zu NH8B_0948 (Pseudogulbenkiania sp. NH8B) 
1855  ähnlich zur RNA-abhängigen DNA Polymerase (Prevotella sp. Oral taxon 306 str. F0472) 
1856  Transposase IS4, ähnlich zu lpl0192 
1857 prpA Phage Repressor, ähnlich zu lp12_2074  
1858 lvrA Legionella vir Region Protein LvrA, ähnlich zu lp12_2075 
1859 lvrB Legionella vir Region Protein LvrB, ähnlich zu lp12_2076 
1860 lvrC Legionella vir Region Protein LvrC; ähnlich zum „Carbon storage regulator“ CsrA, ähnlich zu lp12_2077 
1861 pilL ähnlich zu lp12_2078 und PilL Protein (Vibrio tubiashii ATCC 19109) 
1862  ähnlich zu lp12_2079 
1863  ähnlich zu lp12_2080 
1864  ähnlich zu lp12_2081 
1865  ähnlich zu lp12_2082 
1866  ähnlich zu lp12_2083 
1867  ähnlich zu lpp_2385 
1868  ähnlich zu lp12_2085 
1869  ähnlich zu lpp2387 
1870  ähnlich zu lpp2388 
1871  ähnlich zu lpp2389 
1872  Exportiertes Membranprotein; ähnlich zu lpp2390 
1873  ähnlich zu lpp2391 
 180 
ANHANG 
1874 virB4 Typ IV Sekretionsprotein, VirB4 Komponente, ähnlich zu lpp2392 
1875  ähnlich zu lpp2393; TraU Superfamilie 
1876 pilT Membranprotein, „Tfp pilus assembly, pilus retraction“ ATPase PilT, ähnlich zu lp12_2093 
1877  Membranprotein, „TraG-like“ Protein, N-terminal; ähnlich zu lpp_2395 
1878  ähnlich zu lp12_2095 
1879  ähnlich zu lp12_2096 
1880 traD „Conjugative coupling factor“ TraD, ähnlich zu lp12_2097 
1881  ähnlich zu lp12_2098 
1882  ähnlich zu lpp2400 
1883  ähnlich zu lp12_2101 
1884 int Integrase, putativ; ähnlich zu lp12_2102 
1885  ähnlich zu lp12_2103 
1886  Antirestriktionsprotein, ähnlich zu lp12_2104 
1887  ähnlich zu lpp2408 
1888  ähnlich zu lpp2409 
- Repeat attR-1 
2136  TpnA Transposase, ähnlich zu ldg6041 
2135  hypothetisches Protein 
2134  ähnlich zu GM18_2913 (Geobacter sp. M18) 
2133  ähnlich zu lpw_25661 
2132 traK TraK Protein, ähnlich zu lpp0067 
2131  ähnlich zu lpp2428 
2130  ähnlich zu lpw_25801, putativer Dot/Icm Effektor 
2129  ähnlich zu lpp2419 
2128  ähnlich zu lpc_0225; lpa_00293, SidC Homolog (L. longbeachae NSW150) 
2127  IS652 Transposase, lpp2402 
2126  ähnlich zu llo_1617 
2125  ähnlich zu lpa_03421 
2124  ähnlich zu lpa_03424 
2123 int Prophage CP4-6 Integrase, putativ, ähnlich zu lpa_03425 
2122  LysR Transporter Familie, Transkriptionsregulator, ähnlich lpa_03426 
2121  ähnlich zu lpa_03427 











Tab. 27: Aufbau der genomischen Insel LpcGI-1 bei L. pneumophila Corby. Für Gene mit unbekannter 
Funktion, wurden Gene anderer Legionella und „nicht“-Legionella Stämme angegeben, die in ihrer 
Proteinsequenz die höchste Übereinstimmung aufwiesen. lpc=Lp Corby; lpp=Lp Paris; lpg=Lp Phil-I; 
lpl=Lp Lens; lpa=Lp Alcoy; lpw=Lp 130b; lp12=Lp ATCC 43250; llo=L. longbeachae NSW150; ldg=L. 
drancourtii LLAP12. 
Lpc Name Mögliche Funktion bzw. ähnliche Proteine 
- Repeat attL 
2314  ähnlich zu lpg0973 
2313  ähnlich zu lpg0974 
2312  Transmembranprotein; ähnlich zu lpg0975 
2311  Antirestriktionsprotein, ähnlich zu lpg0976 
2310  DNA-Einzelstrang bindendes Protein, ähnlich zu ldg_5162 
2309  ähnlich zu lpg0978 
2308 aacA4 Aminoglykosid N(6‘) Acetyltransferase, ähnlich zu lpg0979 
2307 int putative Integrase, ähnlich zu lpg0980 
2306  ähnlich zu lpa_01497 
2305  ähnlich zu ldg_7228 
2304  ähnlich zu ldg_7997 
2302  ähnlich zu ldg_7231 
2301  ähnlich zu ldg_7232; Acetyltransferase (Acetivibrio cellulotyticus CD2) 
2300  ähnlich zu Spectinomycin 3‘-Adenylyltransferase (L. longbeachae) 
2299  ähnlich zu lgd_7234; Cyclase-Superfamilie Protein 
2298  Acetyltransferase Transporter, GNAT Familie, ähnlich zu ldg_7235 
2297  ähnlich zu ldg_7076 
2296 traD „Conjugative coupling factor“ TraD, ähnlich zu lpp1055 
2295  ähnlich zu lpp1056 
2294  ähnlich zu lpg0985 
2293  Membranprotein, „TraG-like“ Protein, N-terminal; ähnlich zu lpg0986 
2292 pilT Membranprotein, „Tfp pilus assembly, pilus retraction“ ATPase, ähnlich zu lpg0987 
2291  ähnlich zu lpg0988; TraU Superfamilie 
2290 virB4 Typ IV Sekretionsprotein, VirB4 Komponente, ähnlich zu lpa_01507 
2289  ähnlich zu lpl1023 
2288  Exportiertes Membranprotein; ähnlich zu lpg0991 
2287  ähnlich zu lpp1063 
2286  ähnlich zu lpl1026 
2285  ähnlich zu lpg0994 
2284  ähnlich zu lpl1028 
2283  ähnlich zu lpp1067 
2282  ähnlich zu lpg0997 
2281  ähnlich zu lpp1069 
2280  ähnlich zu lpl1032 
2279  Exportiertes Protein, putativ; ähnlich zu lpg1000 
2278  ähnlich zu lpg1001 
2277 pilL ähnlich zu lpg1002; PilL Protein (Vibrio tubiashii, ATCC 19109) 
2276 lvrC Legionella vir Region Protein LvrC, ähnlich zu „Carbon storage regulator“, ähnlich zu lpg1003 
2275 lvrB Legionella vir Region Protein LvrB, ähnlich zu lpl1037 
2274 lvrA Legionella vir Region Protein LvrA, ähnlich zu lpg1005 
2273 prpA Phagen Repressor; ähnlich zu lp12_1036 
2272  Sekretiertes Protein, putativ; ähnlich zu lpa_01536 
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2271 helC Cobalt/Zink/Cadmium Efflux RND Transporter, Außenmembranprotein HelC, ähnlich zu lpa_01537 
2270 helB Kation Effluxsystem HelB, ähnlich zu lpa_01538 
2269 helA Cobalt/Zink/Cadmium Efflux RND Transporter, Permease Protein HelA, ähnlich zu lpa_01539 
2268 cadA Cadmium Translokation P-Typ ATPase CadA; ähnlich zu lpa_01540 
2267  ähnlich zu lpc_1845, lpa_01544 
2266  ähnlich zu lpc_1844, lpa_01547 
2265  hypothetisches Protein 
2264  ähnlich zu lpa_01548 
2263 ctpA Kation Efflux Transporter, ähnlich zu lpa_01551 
2262 cebC Chemieosmotisches Efflux System B, Protein C, ähnlich zu lpa_01552 
2261 cebB Chemieosmotisches Efflux System B, Protein B, ähnlich zu lpa_01553 
2260 cebA Chemieosmotisches Efflux System B, Protein A, ähnlich zu lpa_01555 
2258  Transporterprotein der Metallo-beta Laktamase Familie, ähnlich zu lpa_01556 
2257 deoA Thymidin-Phosphorylase TdRPase, ähnlich zu lpa_01558 
2256  Ribose-Phosphat-Pyrophosphokinase, ähnlich zu lpa_01559 
2255  ähnlich zu lpa_01560 
2254 copA1 Kupfer Efflux ATPase, ähnlich zu lpa_01563 
2253 yegE Sensorbox Protein mit GGDEF/EAL Domäne, ähnlich zu lpa_01565 
2252  Außenmembran Lipoprotein, putativ; ähnlich zu lpa_01566 
2251 cecC Chemieosmotisches Efflux System C, Protein C, ähnlich zu lpa_01567 
2250 cecB Chemieosmotisches Efflux System C, Protein B, ähnlich zu lpa_01568 
2249  Chemieosmotisches Efflux System C, Protein ähnlich zu Protein A, ähnlich zu lpa_01569 
2248 cecA ähnlich zu lpp2350, Chemieosmotisches Efflux System C, Protein A 
2247  ähnlich zu lpa_01573 
2246  ähnlich zu lpa_01574 
2245  ähnlich zu lpa_01575; Zytotoxischer translationaler Repressor des Toxin-Antitoxin Systems RelE (Rikettsia felis 
URRWT Cal2) 
2244  ähnlich zu lpa__01576 
2243  Kation Efflux System Protein CusA, ähnlich zu lpa_01577 
2242  ähnlich zu lpa_01578 
2241  ähnlich zu lpa_01579 
2240  ähnlich zu lpa_01580 
2239  ähnlich zu lpa_01582 
2238  ähnlich zu lpp2347 
2237  ähnlich zu lpa_01584 
2236  ähnlich zu lpg1034 
2235 copA2 Kupfer Efflux ATPase, ähnlich zu lpp2345 
2234  ähnlich zu lpp2344; Glu/Leu/Phe/Val Dehydrogenase (Cyanothece sp. PCC7425 
2233  ähnlich zu lpp2343 
2232  ähnlich zu lpp2342 
2231  S-Isoprenylcystein Methyltransferase, putativ, ähnlich zu lpp2341 
2230  ähnlich zu lpp2340 
2229  ähnlich zu lpa_01618 
2228  ähnlich zu lpg1043 
2227  Oxidoreduktase, FAD-Bindung, ähnlich zu lpa_01621 
2226 atpG ATP Synthase, Untereinheit Gamma, C-Terminus, ähnlich zu lpg1047 
2225  ATP Synthase, F1-Untereinheit Alpha, ähnlich zu lpg1048 
2224  ähnlich zu lpa_01626, ATP Synthase Untereinheit B 
2223  ähnlich zu lpa_01627, ATP Synthase, Untereinheit C 
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2222  ATP Synthase, Untereinheit A, ähnlich zu lpp2331 
2221  ähnlich zu lpa_01630, ATP Synthase Protein I  
2220  ähnlich zu lpa_01631, ATP Synthase, Entereinheit Epsilon 
2219 atpD ATP Synthase F1 Untereinheit Beta, ähnlich zu lpg1054 
2218  ähnlich zu lpa_01634 
2217  ähnlich zu lpw10991 
2216 phbC Polyhydroxyalkanoik Synthase, ähnlich zu lpp2323 
2215 phaB Acetoacetyl CoA Reduktase, ähnlich zu lpg1059 
2214  Transporterprotein, „cold shock domain family transporter protein“, ähnlich zu lpg1060 
2213  ähnlich zu lpg1061 
2212  TRP-Repeat Protein, ähnlich zu lpg1062 
2211 proP6 Prolin/Betain Transporter ProP6, ähnlich zu lpg1063 
2210  Polypeptid Deformylase, ähnlich zu lpg1064 
2209  ähnlich zu lpa_01653, putatives “FlgJ-like” Protein 
2208  ähnlich zu lpa_01654, Transkriptionsfaktor 
2207  ähnlich zu lpg1067 
2206  Prophage Regulator Protein, ähnlich zu lpg1068 
2205  AbiD, Phage Protein, ähnlich zu lpa_01657 
2204 int Integrase, „Phage related“, ähnlich zu lpa_01658 
- Repeat attR-1 
2203  ähnlich zu lpa_01659 
2202  ähnlich zu lpa_01661 
2201  ähnlich zu lpa_01665 
2200  ähnlich zu lpa_01666, P-loop ATPase 
2199  Repeat Region, TP1 
2198  ähnlich zu lpa_01666, P-loop ATPase 
2197  Repeat Region, TP2 
2196  ähnlich zu lpa_01668 
2195  Innenmembranprotein; ähnlich zu lpa_01670; DNA/RNA Helikase Superfamilie II (Frateuria aurantia DSM6220) 
2194  ähnlich zu lpa_01671 
2193  ähnlich zu lpa_01672 
2192  ähnlich zu lpa_01673; DNA Bindedomäne Protein, Exzisionase Familie (Cupriavidas taiwanensis) 
2191  ähnlich zu lpa_01674 
2190 int Integrase, „Phage related“, ähnlich zu lpl1085 












Tab. 28: Aufbau der genomische Insel LpcGI-Asn bei L. pneumophila Corby. Für Gene mit unbekannter 
Funktion, wurden Gene anderer Legionella und „nicht“-Legionella Stämme angegeben, die in ihrer 
Proteinsequenz die höchste Übereinstimmung aufwiesen. lpc=Lp Corby; lpp=Lp Paris; lpa=Lp Alcoy. 
lpc Name Mögliche Funktion bzw. ähnliches Protein 
- Repeat attL 
0091  ähnlich zu lpa_00113 
0090  ähnlich zu lpa_00112 
0089  hypothetisches Protein 
0088 lvrA Legionella vir Region Protein LvrA; ähnlich zu lpa_00111; lpp0075 
0087  ähnlich zu lpp0074; lpa_00110;  putative Antitoxin Komponente (Vibrio scophthalmi) 
0086  ähnlich zu lpp0073; lpa_00109; putative Toxin Komponente (Vibrio scophthalmi) 
0085 int Integrase, „Phage related“; ähnlich zu lpa_00108; lpp0072 




Tab. 29: Aufbau der genomische Insel LpcGI-Phe bei L. pneumophila Corby. Für Gene mit unbekannter 
Funktion, wurden Gene anderer Legionella und „nicht“-Legionella Stämme angegeben, die in ihrer 
Proteinsequenz die höchste Übereinstimmung aufwiesen. lpc=Lp Corby; lpa=Lp Alcoy. 
lpc Name Mögliche Funktion bzw. ähnliches Protein 
- Repeat attL 
1384  TpnA Transposase; ähnlich zu lpc2136 
1385  ähnlich zu lpa_02790 
1386  ähnlich zu lpa_02791 
1387  ähnlich zu lpa_09792 
1388  Transposase/IS-Protein, Insertionssequenz IS5376, ATP-bindendes Protein 
1389  IS5376 Transposase, putativ; ähnlich zu plpp0020 
1390  ähnlich zu lpa_02792 
1391 int putative Integrase; ähnlich zu lpa_02795 
1392  Innenmembranprotein; ähnlich zu lpa_02796 
1393  ähnlich zu lpa_02798 
1394  ähnlich zu Trg7_2943 (Thioalkalivibrio sulphidophilus) 
1395 int Integrase, „Phage related“; ähnlich zu lpa_02800 









Tab. 30: Liste der bisher sequenzierten Legionella Stämme und der jeweiligen Accession-Nummern, unter 
der, die Genome in den Gendatenbanken hinterlegt wurden.  
Stamm Genbezeichnung Accession Nummer 
L. pneumophila Philadelphia-I lpg AE017354 
L. pneumophila Paris lpp CR628336 
L. pneumophila Lens lpl CR628337 
L. pneumophila Corby lpc CP000675.2 
L. pneumophila Alcoy lpa CP001828 
L. pneumophila 130b lpw ERA011231 
L. pneumophila Lorraine lpo FQ958210 
L. pneumophila subs. pneumophila ATCC 43250 lp12 CP003192 
L. longbeachae NSW150 llo FN650140 
L. longbeachae D-4968 llb ACZG00000000 

























ad auffüllen auf 
Amp Ampicillin 
att attachment sites, Verbindungs- oder Rekombinationsstellen 





°C Grad Celsius 





DNA deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure 
dT Desoxythymidin 
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat 
et al. et altera, und Andere 
EtOH Ethanol 
EDTA Ethylendiamin-tetraessigsäure Dinatriumsalz Dihydrat 
F Farad 





h hour(s), Stunde(n) 










LB Luria Bertani 
M Molar 
mA Milliampere 
Mb „millions of base pairs“ 
µg Mikrogramm 
MgCl2 Magnesiumchlorid 











OD Optische Dichte 
PCR Polymerase chain reaction, Polymerase Kettenreaktion 
PYG Peptone Yeast Extract Glucose 
RNA ribonucleic acid, Ribonukleinsäure 
rpm rounds per minute, Umdrehungen pro Minute 
RPMI Zellkulturmedium, abgeleitet von Roswell Park Memorial Institute 












YEB Buffered Yeast Extract 
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